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Résumé 
 
Un endothélium vasculaire rétinien quiescent est essentiel dans l’approvisionnement et le maintien de 
l’homéostasie tissulaire afin d’assurer la fonction visuelle. L’hyperglycémie chronique dans le diabète peut 
mener à des complications reliées à plusieurs changements structuraux et fonctionnels de l’endothélium. 
Ces changements se manifestent souvent par des vaisseaux instables et hyperperméables, résultant en un 
tissu rétinien inadéquatement perfusé. Ces altérations sont rencontrées dans la pathophysiologie de 
l’œdème maculaire diabétique (OMD) qui affecte plus du quart des diabétiques. L’inhibition du facteur de 
perméabilité vasculaire VEGF-A a révolutionné le traitement de l’OMD, mais est aussi associée à des effets 
secondaires non négligeables reliés à leur non-spécificité et à une compréhension incomplète des 
mécanismes régulant la perméabilité vasculaire. Un ciblage spécifique de l’endothélium permettant la 
récupération de la quiescence et la stabilité physiologique réduisant l’hyperperméabilité pourrait fournir un 
nouvel outil thérapeutique. La BMP9 (Bone morphogenetic protein 9), qui est mise en circulation par le 
foie, est connue comme facteur de quiescence et de stabilité vasculaire ainsi que pour son effet sur 
l’homéostasie du glucose. Ces aspects étant peu documentés dans un contexte diabétique, nous avons 
évalué les capacités de la BMP9 sur la stabilisation de l’endothélium rétinien et ses effets 
paracrines/autocrines sur la gluconéogenèse hépatique. Nous avons démontré que la signalisation 
canonique de la BMP9/Smad1,5,9 via son récepteur spécifique à l’endothélium Alk1, était déficiente dans 
un modèle murin de diabète, ce qui exacerbe l’hyperperméabilité endothéliale rétinienne. À l’inverse, la 
surexpression de la BMP9 par un modèle murin de livraison adénovirale récupère la perméabilité 
physiologique, associée principalement à un renforcement des jonctions interendothéliales en limitant 
l’action du VEGF. De plus, nous avons trouvé que la BMP9 améliore le contrôle glycémique chez les souris 
diabétiques par l’inhibition de la gluconéogenèse hépatique, via la voie non-canonique Alk3/FOXO1. 
Fondamentalement, ce travail met en évidence les mécanismes régissant la perméabilité endothéliale dans 
un contexte diabétique, fournissant une alternative thérapeutique contre l’OMD.  La régulation de la 
perméabilité rétinienne par la BMP9 s’effectue à plusieurs niveaux, indirectement par le contrôle 
glycémique, et directement par la solidification jonctionnelle de la barrière endothéliale rétinienne, 
réhabilitant ainsi la quiescence et la stabilité de l'endothélium physiologique. 
Mots-clés : Diabète, hyperglycémie, perméabilité vasculaire, jonctions, œdème maculaire, BMP9, 
VEGF  
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Abstract 
 
A quiescent retinal vascular endothelium is essential for the supply and maintenance of tissue 
homeostasis to ensure proper visual function. Chronic hyperglycemia in diabetes can lead to multiple 
complications related to several structural and functional changes in the endothelium, characterized by  
unstable and hyperpermeable vessels resulting in an inadequately perfused retinal tissue. These 
alterations are encountered in the pathophysiology of diabetic macular edema (DME), which affects 
more than a quarter of diabetics. Inhibition of the vascular permeability factor VEGF-A has 
revolutionized the treatments of DME but is associated with non-negligible side effects related to their 
non-specific action combined with an incomplete understanding of the mechanisms regulating vascular 
permeability. Specific endothelial targeting aiming to recover quiescence and reducing 
hyperpermeability could provide new therapeutic tools for the treatment or prevention of DME. BMP9 
(Bone morphogenetic protein 9), which is produced by the liver, is known as a vascular quiescence and 
stability factor as well as for its effects on glucose homeostasis. Since these aspects are poorly 
documented in a diabetic context, we investigated BMP9’s  capabilities on endothelium stabilization and 
its paracrine/autocrine effects on hepatic gluconeogenesis. In our studies, we found that the canonical  
BMP9/Smad1,5,9 signaling, via its physiological Alk1 endothelium-specific receptor, was deficient in a 
murine model of diabetes, which exacerbates retinal endothelial hyperpermeability. In contrast, 
adenoviral overexpression of BMP9 recovers physiological permeability, which was primarily 
associated with the enhancement of interendothelial junctions by limiting the action of VEGF. In 
addition, we found that BMP9 improves glycemic control in diabetic mice by inhibition of hepatic 
gluconeogenesis via the non-canonical ALK3/FOXO1 pathway. Fundamentally, this work highlights 
new insights of the mechanisms governing endothelial permeability in a diabetic context, providing a 
therapeutic alternative against DME.  Regulation of retinal permeability by BMP9 occurs on several 
levels, indirectly, through glycemic control, and directly through the junctional solidification of the 
hyperglycemic retinal endothelial barrier, thus rehabilitating the quiescence and stability of the 
physiological endothelium. 
 
Keywords: Diabetes, hyperglycemia, vascular permeability, junctions, macular edema, BMP9, VEGF 
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Chapitre I : Introduction
15 
 
 
1.1 L’œil comme organe sensible 
 
L’œil est l’un des organes sensitifs les plus complexes qui nous permet des réflexions tant 
scientifiques que métaphysiques. Cicéron (106 av. J.-C.-43 av.J.-C) voyait l’œil comme le miroir 
de l’âme. Puisque la fonction de l’œil est de permettre de percevoir le monde extérieur à distance, 
il n’est pas surprenant de constater que la lumière doive parcourir non seulement de longues 
distances entre nous et les objets observés, mais aussi plusieurs structures optiquement 
transparentes de l’œil y compris presque toutes les couches rétiniennes pour former l’image 
(Figure 1.1) (Abràmoff et al., 2010; Purves et al., 2001).  
 
Les premières transformations et l’amplification du signal lumineux en signal électrochimique 
s’effectuent dans les disques des segments externes des photorécepteurs près de l’épithélium 
pigmentaire (Arshavsky et al., 2014; Palczewski, 2014). La rétine contient plus de 120 millions 
de photorécepteurs, qui sont subdivisés en 4 types, 3 types en formes de cônes pour la vision en 
couleurs (rouge, vert et bleu) et les bâtonnets pour la vision en noir et blanc. Les cônes sont plus 
denses au centre de la rétine dans une région d’approximativement 4,5 à 6 mm de diamètre 
appelée la macula, plus spécifiquement dans la fovéa là où la lumière se focalise. Cette partie de 
la rétine nous permet de voir de façon claire et nette lorsque la luminosité est élevée (Hildebrand 
et al., 2011; Mannu, 2014), tandis que les bâtonnets sont plutôt situés à la circonférence et 
participent à la vision périphérique (Mannu, 2014). La macula est unique à l’humain et aux 
primates supérieures. Désignée aussi par macula lutea en raison de son apparence jaunâtre, cette 
région regorge de caroténoïdes ayant un rôle d’antioxydants et la protégeant contre les longueurs 
d’ondes courtes. Histologiquement elle est définie aussi par la présence de plusieurs couches 
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ganglionnaires et contient concentriquement la fovéola, la fovéa et les régions péri et 
parafovéolaires. Plus on se rapproche du centre de la macula, plusieurs éléments rétiniens sont 
déplacés latéralement formant une petite dépression à son centre de ~1.5 mm de diamètre appelé 
fovéa. Celle-ci permet à la lumière d’atteindre les photorécepteurs directement sans obstruction 
permettant ainsi une acuité visuelle maximale. Cette spécialisation s’optimise dans le creux le 
plus profond au centre de la fovéa, la fovéola, ne contenant que des cônes avec une densité 
pouvant atteindre jusqu’à 300 000/ mm2 (Frank et al., 2017; Remington, 2012).   
 
L’information électrochimique générée par les photorécepteurs doit être intégrée et réacheminée 
par l’intermédiaire des interneurones (cellules horizontales, bipolaires, amacrines et 
interplexiformes) vers les couches les plus antérieures de la rétine pour être convertie par les 
cellules ganglionnaires en potentiels d’actions (Hildebrand et al., 2011; Purves et al., 2001). 
Ultimement, les cellules ganglionnaires transmettent l’information visuelle avec un début 
d’intégration qui est relayée vers le cerveau par les axones du nerf optique (Hildebrand et al., 
2011). L’importance de préserver la fonction rétinienne nous permettant d’interagir avec notre 
milieu extérieur est d’autant plus cruciale considérant que près de 80% de toutes les informations 
sensorielles chez les humains sont d’origine visuelle (Kaufman et al., 2003). Ce traitement de 
l’information vient à un coût énergétique considérable (Niven et al., 2008; Wong-Riley, 2010). 
Dans le système nerveux centrale (SNC), le cerveau avec seulement 2% du poids corporel 
consomme près de 20% de l’oxygène et 25% du glucose total pour ses besoins énergétiques 
(Riley-Wong et al., 2010). En effet, le maintien et l’utilisation du tissu neural est très coûteux, 
même dans la noirceur (Niven et al., 2008) et considérant le système visuel comme faisant partie 
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intégrante du SNC, la rétine en est le tissu le plus actif métaboliquement (Anderson et al., 1964; 
Country, 2017; Kumagai, 1999; Wong-Riley, 2010; Yu et al., 2001).  
   
Figure 1.1. Parcours de la lumière dans les structures de l’œil. (A) De la partie antérieure à 
la partie postérieure de l’œil avant d’atteindre la rétine. La lumière doit passer par plusieurs 
structures de l’œil : la cornée, l’humeur aqueuse, l’ouverture au centre de l’iris, la pupille, avant 
de passer par le cristallin qui permet d’adapter le focus de l’image sur la rétine. (B) La lumière 
doit aussi traverser presque toutes les couches rétiniennes incluant les vaisseaux sanguins 
rétiniens dans les couches internes avant d’atteindre les photorécepteurs situés dans la partie 
externe de la rétine. (C) La rétine est composée d’une chaîne à trois neurones-photorécepteurs, 
cellules bipolaires et cellules ganglionnaires qui constituent un chemin direct transmettant 
l’information visuelle au cerveau. Les cellules horizontales et amacrines médient l’interaction 
latérale dans les couches internes et externes des couches plexiformes. Le terme interne et 
externe désigne la distance relative au centre de l’œil. (Schéma adaptée de : Purves D et al., 
2001) 
 
1.1.1  Circulation sanguine oculaire 
Chez l’humain, l’approvisionnement en sang permettant l’apport en nutriments et en oxygène de 
la rétine est assuré par deux réseaux de vaisseaux sanguins distincts provenant de l’artère 
ophtalmique. L’artère centrale rétinienne est la branche irriguant le réseau de la partie interne de 
la rétine et les artères ciliaires qui aboutissent aux réseaux capillaires choroïdiens pour la partie 
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externe de la rétine (Pournaras et al., 2008; Wong-Riley, 2010). Ces derniers ne faisant pas partie 
de la rétine, ils l’approvisionnent par diffusion à travers les cellules de l’épithélium pigmentaire 
rétinien (EPR) (Country, 2017). Le réseau vasculaire rétinien interne peut se subdiviser en quatre 
plexus souvent catégorisés de superficiels aux plus profonds (Figure 1.2) (Campbell et al., 2017; 
Liu et al., 2017; Sim et al., 2013). 
 
Figure 1.2. Circulation sanguine oculaire et rétinienne. Le plexus vasculaire superficiel est 
composé d’artères plus larges, d’artérioles, de capillaires, de veinules et de veines autour de la 
couche ganglionnaire (CGL). Les plexus capillaires intermédiaires et profonds sont situés dans 
la rétine au-dessus et en-dessous de la couche nucléaire interne respectivement qui sont 
approvisionnés par le plexus vasculaire superficiel. Finalement, le plexus capillaire péripapillaire 
radial se situe dans la partie la plus antérieur de la rétine et approvisionne la couche des fibres 
neuronales (CFN). (Figure adaptée de Campbell 2017; Sim D 2013) 
 
Bien que ces plexus soient présents au niveau maculaire, ils convergent à mesure que l’on se 
rapproche de la fovéa, et fusionnent en un plexus à la périphérie de la fovéola (Hildebrand et al., 
2011; Romero-Aroca et al., 2016). Cette zone amincie de 0,35 mm devient relativement 
avasculaire et dépend des capillaires choroïdiens situés dans la partie postérieure de l’œil en 
arrière de la EPR pour son approvisionnement en oxygène et nutriments.  
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1.1.2 Les barrières oculaire et hémato-rétiniennes 
Une des caractéristiques uniques du métabolisme rétinien est une utilisation élevée du glucose, 
qui doit traverser les barrières hémato-rétiniennes (BHR) avant d’atteindre les neurones rétiniens 
(Country, 2017; Kumagai, 1999). Bien qu’il existe plusieurs barrières oculaires telles les 
barrières hémato-aqueuses des procès ciliaires ou de l’iris, structuralement la BHR est composée 
de la couche EPR qui forme la BHR externe (eBHR) et les plexus vasculaires rétiniens de la 
BHR interne (iBHR), qui constituent les barrières du segment postérieur oculaire qui influencent 
la composition du liquide interstitiel rétinien (Figure 1.3) (Romero-Aroca et al., 2016).   
 
Figure 1.3. Barrières hémato-rétiniennes (BHR).  
 Adapté de (Choi et al., 2008) 
 
 
La eBHR est formée par les jonctions entre les cellules de la EPR, qui sont interposées entre le 
réseau des choriocapillaires et la partie externe avasculaire de la rétine (Romero-Aroca et al., 
2016; Wong-Riley, 2010). La iBHR est composée des jonctions entre les cellules endothéliales 
du réseau vasculaire interne de la rétine. Ces barrières ont des transporteurs de glucose, 
principalement GLUT1, qui permettent le transport passif du glucose à travers la membrane 
plasmique (Kumagai et al., 1994; Wong-Riley, 2010). Lorsque le glucose traverse l’iBHR ou 
l’eBHR, il peut approvisionner d’autres types de cellules rétiniennes et être absorbé via GLUT1 
ou GLUT3 (Hsu et al., 1991; Wong-Riley, 2010). Lorsque la production énergétique n’est pas 
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satisfaite par cause d’un défaut d’apport en oxygène ou d’une mauvaise circulation (i.e. 
ischémie), cela laisse place à plusieurs pathologies rétiniennes incluant le glaucome, la 
rétinopathie du prématuré, l’occlusion rétinienne artérielle ou la dégénérescence maculaire liée 
à l’âge (DMLA) (Country, 2017). L’apport en métabolites (e.g. glucose, O2) et la demande en 
énergie (i.e. ATP) doivent être en équilibre pour prévenir les pathologies visuelles telles que la 
rétinopathie diabétique (RD) dont l’œdème maculaire diabétique (OMD) est la principale 
conséquence et qui débute par un surapprovisionnement de glucose (Caldwell et al., 2003; 
Country, 2017). Ainsi, l’hyperglycémie chronique rencontrée chez les diabétiques mène à des 
changements biochimiques et cellulaires dans les vaisseaux rétiniens dont l’intégrité est 
essentielle pour la sensibilité à la lumière.  
 
1.2 Le diabète 
 
Au moment des premières  observations documentées sur  le diabète, datant de plus de 
5 500 ans, nul ne pouvait prévoir que cette maladie deviendrait une pandémie à l’échelle 
mondiale (Loriaux, 2006; Watkins, 2003; Whiting et al., 2011; Zimmet et al., 2016). Les 
perspectives futures ne sont pas plus rassurantes car on estime que d’ici 2030 le nombre de 
diabétiques risque d’atteindre plus d’un demi-milliard de personnes (Whiting et al., 2011). 
L’augmentation de la prévalence de cette maladie laisse présager en parallèle l’augmentation 
des complications macrovasculaires (e.g. arthériosclérose, maladies cardiovasculaires) et 
microvasculaires (e.g. RD, OMD) (Kolluru et al., 2012; Luscher et al., 2003).   
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1.2.1 Types de diabète 
Le syndrome du diabète sucré (i.e. Diabetes mellitus) est un désordre métabolique qui est 
caractérisé principalement par des niveaux élevés anormaux de glucose (hyperglycémie) (Lin, 
Y. et al., 2010; Masharani, 2019). Bien qu’il y ait plusieurs types de diabète incluant une 
multitude de sous-types, on peut classer simplement sous deux catégories les personnes 
diabétiques représentant 95% des cas (Norris, 2008). Causé par une réaction autoimmune, le 
diabète de type 1 survient lorsqu’il y a une déficience en insuline. Le diabète de type 2, 
comprend une hétérogénéité de désordres qui inclut une dysfonction des cellules β, la résistance 
à l’insuline et une augmentation de la libération du glucose hépatique (Lin, Yi et al., 2010; 
Norris, 2008; Watkins, 2003). 
 
1.2.2 Un désordre métabolique hétérogène affectant les vaisseaux sanguins 
Dans une approche générale, plusieurs voies dans la pathophysiologie du diabète sont à 
considérer pour leurs contributions dans la dysfonction de l’endothélium vasculaire menant aux 
complications cardiovasculaires.   Déjà, parmi les facteurs qui causent le diabète, on en retrouve 
plusieurs qui ont aussi un effet sur les vaisseaux et sont impliqués dans la RD et l’OMD tels la 
résistance à l’insuline, l’hypertension, les défauts dans les régulations hormonales intestinales, 
les défauts des îlots des cellules β du pancréas, la dyslipidémie, la dysfonction des adipocytes 
et l’inflammation sous-clinique. Parmi ces caractéristiques, l’hyperglycémie a un impact majeur 
sur la dysfonction des cellules endothéliales (CE) (Creager et al., 2003; Hammes, 2013; Leslie, 
1993; Rubsam et al., 2018; Saad et al., 2015; Willard et al., 2012).     
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1.2.3 Régulation physiologique du glucose 
En physiologie normale, plusieurs hormones permettent de réguler les niveaux de glucose 
sanguin. Parmi les hormones glucorégulatrices primaires d’importance, on retrouve celles 
sécrétées par les cellules ß du pancréas, telles que l’insuline et l’amyline, le glucagon provenant 
des cellules α, les incrétines sécrétées par les cellules L intestinales et enfin les hormones 
produites par les glandes surrénales incluant le cortisol (corticostérone chez la souris) (Aronoff 
et al., 2004; Röder et al., 2016).  
 
Les réponses hormonales  (i.e. insuline-glucagon) maintiennent l’homéostasie du glucose 
plasmatique (Figure 1.4) (Aronoff et al., 2004; Röder et al., 2016). La concentration du glucose 
plasmatique est fonction du taux entrant dans la circulation qui est équilibré par son taux sortant. 
Le glucose de la circulation sanguine provient de trois sources principales : l’absorption 
intestinale, la glycogénolyse et la gluconéogenèse (hépatique et rénale) (Alsahli et al., 2017). 
Ces sources de glucose sanguin dépendent respectivement du taux d’évacuation gastrique 
(Horowitz et al., 1996), du catabolisme du glycogène hépatique et finalement de la formation 
de glucose dérivé principalement de métabolites glycolytiques tels le pyruvate, le lactate ou les 
acides aminés (à jeun) (Aronoff et al., 2004; Ruderman, 1975).  
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Figure 1.4. Régulation du glucose plasmatique dans un système bi-hormonal A) Après un 
repas, les niveaux de glucose plasmatique augmentent (1) ce qui stimule la libération de 
l’insuline (2), inhibe la sécrétion du glucagon (3), inhibe la glycogénolyse et gluconéogenèse 
hépatique (4) et augmente l’absorption du glucose dans le tissu périphérique (5). B) Si le jeûne 
persiste, la glycogénolyse hépatique est le mécanisme répondant le plus rapidement pour le 
maintien de la glycémie, suivie de la gluconéogenèse, qui prend la relève sous le contrôle du 
glucagon. La diminution de la sécrétion de l’insuline à jeun gardée à des niveaux de base permet 
un approvisionnement minimal des tissus et son rôle comme suppresseur de la glycogénolyse et 
gluconéogenèse est négligeable. C) Chez les diabétiques à jeun le glucose est fourni par la 
glycogénolyse et la gluconéogenèse sous le contrôle du glucagon. Dans le diabète, l’action de 
l’insuline est diminuée et elle ne peut réguler adéquatement la glycogénolyse et la 
gluconéogenèse. D) Chez les diabétiques non à jeun, l’apparition du glucose est en excès 
comparativement à son taux de disparition de la circulation sanguine, puisque l’inhibition du 
glucagon par l’action de l’insuline perd en efficacité et mène à une suractivation de la 
gluconéogenèse et glycogénolyse. (Schéma modifié d’Aranoff  2004) 
 
Après un bolus de glucose ou un repas (i.e. postprandial ou phase absorptive), le glucose 
exogène absorbé dans le sang atteint un pic entre 1h et 2h et retourne au niveau basal 3 à 4h 
24 
 
après absorption (Gerich, 2010; Service, J., 1991). Il a été démontré qu’un jeûne durant la nuit 
épuisait les réserves de glycogène chez la souris  (Ayala et al., 2010; Service, J. F., 1991) et que 
pendant les 60 à 90 premières minutes d’hypoglycémie, 90% du glucose produit provenait de la 
glycogénolyse hépatique (Winnick et al., 2016; Yoon et al., 2001). La gluconéogenèse 
hépatique, bien qu’elle chevauche avec le processus de la glycogénolyse, assure graduellement 
la relève avec 50-65% de la production du glucose entre 12 to 24 heures après le début du jeûne 
(Ekberg et al., 1999; Landau et al., 1996; Ruderman, 1975; Sharabi et al., 2015).  Après 42 
heures de jeûne, plus de 90% du glucose circulant provient de la gluconéogenèse hépatique et 
rénale (Landau et al., 1996). Le rein étant un site majeur de l'activité enzymatique de 
gluconéogenèse, il contribue plus significativement à la gluconéogenèse que sur des temps de 
jeûne plus longs (plusieurs jours)  (~40%) (Ekberg et al., 1999; Gerich et al., 2001). À jeun ou 
non, les mécanismes régulateurs hormonaux permettent de maintenir dans un étroit intervalle la 
concentration plasmatique du glucose, gérant l’équilibre entre l’absorption intestinale, la 
production de glucose hépatique et l’utilisation du glucose par les tissus périphériques. Dans les 
deux types de diabète de type 1 et 2, la production excessive de glucose hépatique contribue à 
l’hyperglycémie à jeun et postprandiale (Barthel et al., 2003; Yoon et al., 2001).  
 
1.2.4 Rôle de la gluconéogenèse hépatique dans l’hyperglycémie 
1.2.4.1 Les enzymes gluconéogéniques 
Le foie est un site majeur pour l’absorption, la mise en réserve, la production du glucose et des 
lipides (Lin, Yi et al., 2010). La production excessive de glucose par gluconéogenèse hépatique 
est la signature d’une hyperglycémie chronique (Opherk et al., 2004). Trois enzymes 
unidirectionnelles assurent la libération de glucose en circulation à partir de substrats de produits 
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de la glycolyse dont le lactate et le pyruvate, qui comptent pour 60% de cette conversion (Figure 
1.5) (Dietze et al., 1976; Pilkis et al., 1992; Service, J., 1991). La gluconéogenèse est assurée 
par plusieurs enzymes, dont la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), la fructose-1,6-
biphosphatase (FBPase) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase) qui catalyse la dernière réaction 
limitante de la gluconéogenèse. Cette dernière enzyme n'est présente que dans le foie et le rein, 
et est donc cruciale pour l'hydrolyse du glucose-6-phosphate (G6P) intracellulaire afin de le 
libérer sous forme de glucose dans la circulation. Ainsi, la G6Pase contrôle non seulement la 
gluconéogenèse, mais aussi la glycogénolyse (Barthel et al., 2003; de Guia et al., 2014; Gerich 
et al., 2001; Service, J., 1991). Bien que le muscle ait une quantité appréciable de glycogène, il 
n’a pas la G6Pase pour hydrolyser le G6P en glucose libre (Ruderman, 1975). La transcription 
de ces enzymes est régulée principalement par les hormones glucorégulatrices dont l’insuline, 
le glucagon et les glucocorticoïdes (Barthel et al., 2003). 
 
Figure 1.5. Illustration schématisée des voies métaboliques hépatiques. La gluconéogenèse 
(en rouge), la glycolyse (en bleu) et la glycogénolyse (en gris) constituent des voies primordiales 
pour l’homéostasie du glucose.Schéma modifié de (Viegas et al., 2012).  
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1.2.4.2 Régulation hormonale des enzymes gluconéogéniques 
Un des chefs d’orchestre régulant négativement les enzymes gluconéogéniques est l’insuline  
par l’activation de la voie PI3K/AKT via son récepteur InR (Aronoff et al., 2004; Smith et al., 
2017). Cette activation mène en conséquence à la phosphorylation et inactivation du facteur de 
transcription Forkhead Box O1 (FOXO1) chez la souris (Sakai et al., 2017). La phosphorylation 
de FOXO1 l’empêche d’accéder au noyau, menant à sa dégradation, ce qui réduit la transcription 
des gènes d’enzymes gluconéogéniques. Des études ont montré que dans le foie, lorsqu’AKT 
était spécifiquement phosphorylé à la sérine S473, la gluconéogenèse était inhibée par la 
phosphorylation subséquente de FOXO1 à la sérine S256 (Matsuzaki et al., 2003; Nakae et al., 
2001; OSullivan et al., 2015; Smith et al., 2017). Bien que cette voie soit majoritairement 
associée à l’insuline, elle est non spécifique et peut être activée par d’autres facteurs tels les 
facteurs de croissances des membres de la famille TGF-β, incluant les protéines 
morphogénétiques osseuses (BMP) (Kurebayashi et al., 2016; Lauzon et al., 2016; Zhang et al., 
2010). 
 
À l’inverse, le glucagon et les corticostéroïdes, qui sont des hormones cataboliques majeures 
augmentent le niveau de ces enzymes. Bien que l’insuline puisse inhiber ces deux voies (Vidal-
Puig et al., 2001), les récepteurs au glucagon, une fois activés, induisent la signalisation de la 
voie cAMP/PKA et phosphorylent et activent le facteur de transcription CREB dans le foie et 
augmente l’expression des enzymes gluconéogéniques (Han et al., 2016; Hanson et al., 1997; 
Oh et al., 2013; Yabaluri et al., 2010). Les récepteurs nucléaires aux glucocorticoïdes, une fois 
activés par les corticostéroïdes dont le cortisol, activent directement de façon prédominante la 
transcription de ces enzymes gluconéogéniques en se liant directement aux promoteurs de ces 
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dernières (de Guia et al., 2014; Vidal-Puig et al., 2001; Yabaluri et al., 2010). L’activité des 
glucocorticoïdes a été démontrée chez les souris dont le récepteur à corticoïdes hépatique était 
inactivé, ces dernières exhibant une hypoglycémie grave (de Guia et al., 2014; Opherk et al., 
2004). De façon similaire, de faibles concentrations de glucocorticoïdes entraînent une 
hypoglycémie, une diminution des réserves de glycogène et une hypersensibilité à l'insuline, 
alors qu’une exposition prolongée aux glucocorticoïdes conduit à un état semblable à celui du 
diabète en raison de l'augmentation de la glycémie (McKay, 2003). 
 
1.2.5 Régulation thérapeutique de l’hyperglycémie chronique 
Mis à part les traitements systémiques contre l’hypertension ou la dyslipidémie, deux études 
déterminantes dans les années 90 (DCCT et l’UKPDS) ont suggéré que le contrôle intense de 
l’hyperglycémie chez les diabétiques de type I et II diminue la fréquence de l’apparition de 
plusieurs complications vasculaires (BMJ, 1995; Nathan et al., 1993; Willard et al., 2012). Pour 
réguler les niveaux glycémiques comme dans le cas de la déficience presque absolue en insuline 
pour le diabète de type 1, l’administration d’insuline est prescrite pour compenser ce manque. Il 
y a peu de médicaments qui sont approuvés ciblant la voie AKT ou d’autres composantes de la 
signalisation à l’insuline (Osherovich, 2011). Pour le diabète de type 2, il y a une panoplie de 
médicaments hypoglycémiants ayant différents mécanismes d’action, permettant de diminuer 
l’absorption intestinale du glucose, d’augmenter la libération d’insuline et diminuer la libération 
du glucose hépatique, d’accroître la sécrétion d’insuline des cellules β, d’augmenter la sensibilité 
à l’action de l’insuline et l’absorption du glucose dans le tissu et finalement, de diminuer la 
réabsorption du glucose glomérulaire rénal (Coelho, 2013; Norris, 2008; Watkins, 2003). Malgré 
l’arrivée de plusieurs de ces agents anti-diabétiques, il est essentiel de découvrir de nouveaux 
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traitements à actions spécifiques pour réduire les effets secondaires associés aux traitements 
actuels (Chen et al., 2003; Kim et al., 2011). 
 
1.2.6 Hyperglycémie et dysfonctions de l’endothélium vasculaire 
Nos connaissances actuelles suggèrent qu’il y a un équilibre entre les mécanismes biochimiques 
menant aux complications vasculaires diabétiques et les facteurs protecteurs endogènes tels les 
facteurs hormonaux comme l’insuline, les facteurs anti-inflammatoires et les enzymes anti-
oxydantes. Le problème est que le diabète va inhiber les facteurs protecteurs tout en favorisant 
les mécanismes menant aux dysfonctions vasculaires (Rask-Madsen, Christian et al., 2013). Une 
approche globale met en lumière les altérations métaboliques dans le diabète, qui sont connues 
pour induire différentes dysfonctions vasculaires menant à leur tour à de nombreuses 
complications macrovasculaires et microvasculaires (Figure 1.6). Parmi les altérations jouant un 
rôle d’importance, l’hyperglycémie chronique en est généralement reconnue comme cause 
principale (Kitada et al., 2010; Leslie, 1993; Schalkwijk, C. G. et al., 2005; Willard et al., 2012).   
 
En conditions physiologiques, les cellules endothéliales en monocouche recouvrant la paroi 
vasculaire sont normalement quiescentes lorsqu’exposées à des niveaux de glucose entre 3.6 et 
5.8 mM (Popov, 2010). Une exposition à des niveaux hyperglycémiques (10 mM et plus) perturbe 
l’homéostasie vasculaire. Les complications les plus fréquentes de l’hyperglycémie sont celles 
d’origines microvasculaires (Chawla et al., 2016; Rask-Madsen, Christian et al., 2013). Le glucose 
extracellulaire qui se retrouve en excès reflète les niveaux intracellulaires, ce qui surcharge la voie 
glycolytique. L’accumulation de glucose intracellulaire provoque ainsi l’activation des voies 
alternatives métaboliques tels que la voie des polyols/sorbitol, la voie des hexosamines, d’espèces 
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réactives d’oxygène (ROS), des protéines kinases C (PKC) et des produits de glycations finaux 
avancés (AGE) et de leurs récepteurs (RAGE) (Giacco et al., 2010). Ces voies altérées 
biochimiques mènent à des altérations fonctionnelles et structurales des vaisseaux sanguins telles 
l’augmentation de la perméabilité, la perturbation du flux sanguin, l’augmentation de l’adhésion 
leucocytaire (leukostasie), la perte de cellules murales, la perturbation de la prolifération des CE 
et leur apoptose, ainsi qu’un dérèglement de plusieurs étapes dans le processus angiogénique 
menant aux complications vasculaires diabétiques en lien avec l’OMD et la RD (figure 1.6 et 1.7) 
(Biswas et al., 2017; Das et al., 2015; Madamanchi et al., 2007; Rask-Madsen, Christian et al., 
2013; Urias et al., 2017).  
 
 
Figure 1.6. Les altérations métaboliques associées aux altérations des fonctions vasculaires 
diabétiques. (Modifiée de Creager M A et al. 2003; Rask-Madsen 2013; Madamanchi NR and 
Runge 2007) 
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1.2.7 La rétinopathie diabétique 
La rétinopathie diabétique (RD) est la complication microvasculaire la plus commune causée par 
le diabète et affecte présentement plus de 100 millions de personnes à l’échelle mondiale. 
L’augmentation du nombre de cas de personnes présentant des handicaps visuels est donc aussi à 
prévoir puisque la RD est reconnue comme la principale cause de perte de vision chez la 
population adulte âgée entre 20 et 64 ans (Nentwich et al., 2015; Zhao et al., 2018). Cette maladie 
est souvent perçue comme un syndrome pathologique suivant les observations cliniques qui sont 
catégorisées de non proliférative (RDNP) à proliférative (RDP) et classifiées respectivement de 
légère à sévère selon le degré d’avancement de la maladie. Les critères de classification se basent 
sur les lésions microvasculaires affectant la rétine. D’autres types cellulaires sont aussi affectées 
par le diabète telles les cellules neuronales, gliales et immunitaires et ont un rôle d’importance 
dans la progression et le développement de la RD (Duh et al., 2017). 
 
1.2.7.1 Stade non prolifératif des vaisseaux 
Durant la RDNP chez l’humain, le stade le plus précoce de cette pathologie est la 
dysfonction/perte des péricytes, qui sont les cellules murales recouvrant les microvaisseaux 
rétiniens, ce qui peut entraîner une déstabilisation et une perméabilité vasculaire (figure 1.7A) 
(Arden et al., 2015). Ces changements mécaniques comprennent des microanévrismes (i.e. 
dilatations focales), situés dans la couche nucléaire interne (CNI) des capillaires rétiniens de la 
iBHR. Ces dilatations des capillaires rétiniens déjà affaiblies peuvent se rompre et progresser vers 
des anévrismes ou des hémorragies dans la rétine selon leurs tailles. Plus graves encore sont les 
anévrismes dans la partie superficielle de la rétine, d’où l’hémorragie peut couler le long des fibres 
nerveuses. La dégradation de la BHR mène à l’extravasation des microvaisseaux sanguins de 
31 
 
lipoprotéines et d’autres protéines qui forment des précipités durs (exudats) qui se manifestant par 
des petits points jaunâtres (Arden et al., 2015; Wu et al., 2008). Finalement, une perfusion 
compromise (ischémie) mène à l’occlusions des capillaires sanguins et peut entraîner la nécrose 
des tissus rétiniens qui est observables par des taches ressemblant à des flocons de ouate.  
 
Figure 1.7. Schéma simplifié des bases moléculaires du processus angiogénique par 
bourgeonnement. (A et B) Phase d’activation de la néovascularisation à partir d’un vaisseau 
perfusé, stable et quiescent. (A) Cette phase débute par un stimulus pro-angiogénique, tel que 
l’hypoxie rétinienne ou la surproduction du VEGF, ce qui déstabilise les vaisseaux et active les 
CE par la sélection de la « Tip cell » (A). (B) La libération et la stimulation continue des facteurs 
de guidances et facteurs pro-angiogéniques déstabilisent d’avantage les vaisseaux par la 
croissance du bourgeon naissant qui est soutenue par la migration guidée de la « Tip cell »  et la 
prolifération des « Stalk cells ». (C) La phase de maturation ou « résolution » du néovaisseau 
s’effectue suite à l’anastomose avec un vaisseaux adjacent et le rétablissement de la perfusion 
sanguine ce qui favorise la rehabilitation d’un phénotype d’un endothélium quiescent. Cet état 
de stabilité est caractérisé principalement par un niveau basal de VEGF et d’oxygène, un 
resserrement jonctionnel entre les CE, une stabilisation par les cellules murales et une MEC 
mature permettant un contact stable avec les intégrines (Modifiée de Carmaliet 2011 et Ricard 
2013).  
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1.2.7.2 Stade prolifératif et néovascularisation rétinienne 
La transition vers le stade RDP est souvent appelée rétinopathie diabétique pré-proliférative où 
l’ischémie s’aggrave et peut mener ultimement à une néovascularisation rétinienne (figure 1.7). 
Plusieurs signes avant-coureurs de la RDP peuvent être notés, tels l’augmentation de la taille des 
hémorragies, l’augmentation du calibre veineux et le remodelage artériel de vaisseaux 
préexistants. Cette étape intermédiaire nécessite un suivi plus rigoureux car la moitié des rétines 
observées à ce stade progressent vers la RDP en moins de deux ans (figure 1.7B). Des études 
cliniques ont montré que déjà à ce stade, les anti-facteur de croissance vasculaire endothéliale 
(VEGF) pouvaient en retarder la progression (Arden et al., 2015; Osaadon et al., 2014). La rétine 
ischémique tente de restaurer les zones non-perfusées par la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Cette néovascularisation rétinienne, qui est la signature 
de l’avancement vers la RDP, non seulement entrave le passage de la lumière, mais est souvent 
peu efficace dans la restauration fonctionnelle de la vision (Arden et al., 2015). L’angiogenèse 
peut aussi se former autant à la surface de la rétine que pénétrer et croître dans l’humeur vitré 
(Figure 1.7). De plus, ces néovaisseaux sont fragiles et perméables, causant des hémorragies 
autant intravitréales qu’intrarétiniennes. Ainsi le risque de la perte de la vision est 
significativement augmenté durant la RDP (Zhao et al., 2018).  
 
1.2.8  L’œdème maculaire diabétique (OMD) 
1.2.8.1 Épidémiologie de l’OMD 
Une des causes principales de la perte de vision et la plus sérieuse manifestation de la RD est 
l’œdème maculaire diabétique (OMD) (Parodi Battaglia et al., 2018). Pouvant se présenter à 
n’importe quel stade de la RD (Calvo et al., 2015), près du tiers des personnes atteintes de la RD 
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risquent la perte de la vision impliquant l’OMD (Lee et al., 2015).  Dans le diabète de type 1, plus 
de 27% des patients développeront l’œdème de la macula 9 ans après le diagnostic et 28% dans le 
diabète de type 2 après 20 ans (Romero-Aroca, 2011). Plus de 5 % des diabétiques de type 2 ont 
déjà l’OMD au moment du diagnostic (Gundogan et al., 2016). Cette pathologie est définie par 
l’épaississement de la macula dû aux fuites des vaisseaux sanguins par l’extravasation et 
l’accumulation de fluides plasmatiques et de protéines dans le tissu rétinien au niveau de la macula 
(Arden et al., 2015). Le diagnostic repose sur plusieurs techniques dont la biomicroscopie et 
angiographie de fluorescence, permettant la détection et la localisation de l’épaississement 
rétinien, ainsi que les régions de fuite vasculaire avec le degré de sévérité selon la distance de 
l’œdème relativement à la fovéa. L’arrivée de la tomographie par cohérence optique ajoute un 
aspect qualitatif et quantitatif structural au diagnostic (Gundogan et al., 2016; Wilkinson et al., 
2003).  
 
1.2.8.2 Types d’œdèmes maculaires diabétiques 
L’OMD peut être subdivisé en différents types selon que son apparence soit diffuse, focale ou 
ischémique s’accompagnant ou non d’exsudats (Gundogan et al., 2016). La OMD focale est 
caractérisée cliniquement par la fuite de fluorescéine souvent entourée d’exsudats durs provenant 
de lipoprotéines résiduelles plasmatiques ayant extravasé des microanévrismes. La forme diffuse 
est la conséquence d’une BHR compromise et d’un dysfonctionnement des capillaires rétiniens, 
qui est souvent observé par tomographie par cohérence optique. L’occlusion microvasculaire dans 
la région maculaire est observée par des régions d’hypo-fluorescence à la fluorescéine. Plusieurs 
spécialistes ont souligné aussi l’importance de tenir compte de l’aspect pathogénique pour orienter 
les choix thérapeutiques (Bandello et al., 2017; Parodi Battaglia et al., 2018). 
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1.3 Pathophysiologie de l’OMD 
 
1.3.1 Types d’accumulations de fluides rétiniens 
L’espace interstitiel de la rétine est normalement relativement sec puisque le passage libre de 
fluides contenant eau, plasma, métabolites et protéines des vaisseaux sanguins rétiniens est 
strictement contrôlé par la BHR, tout comme pour la barrière hémato-encéphalique du cerveau 
(Coscas et al., 2017; Cunha-Vaz et al., 1975). Comme pour l’œdème du cerveau, l’enflement 
durant l’OMD est associé à une accumulation de fluides plasmatiques (e.g. eau, solutés, 
macromolécules)  dans l’espace extracellulaire du tissu rétinien, qui peut exercer une force 
mécanique sur le tissu adjacent, son déplacement et ainsi l’augmentation de la pression 
intratissulaire pouvant l’endommager (Simard et al., 2007). La rétine diffère du reste du SNC 
puisqu’elle est dépourvue de vaisseaux lymphatiques pour drainer l’excès de fluide (Karpanen et 
al., 2008; Nakao et al., 2012). Généralement l’accumulation de fluides dans l’œdème rétinien peut 
être vasogénique, ou cytotoxique (ou mixte) (Chen et al., 2012; Coscas et al., 2010; Coscas et al., 
2017; Marmor, 1999; Wolfensberger, 2012).  
 
1.3.2 L’œdème cytotoxique intracellulaire 
L’œdème cytotoxique est la conséquence d’un désordre métabolique qui cause le gonflement 
volumétrique cellulaire où les lésions primaires sont initiées dans les cellules tels que les neurones, 
les cellules gliales ou des cellules de la EPR (Cunha-Vaz, 2017; Daruich et al., 2018). Il est 
difficilement détecté cliniquement (Daruich et al., 2018) et est associé à l’altération de l’échange 
ionique et une défectuosité des pompes ATPases ioniques Na+/K+  (Simard et al., 2007; 
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Wolfensberger, 2012). L’œdème intracellulaire endommage les cellules et peut mener à la 
libération de substances vasoactives altérant la BHR menant à l’œdème vasogénique où il y a 
accumulation de fluide extracellulaire (Wolfensberger, 2012).  
 
1.3.3 L’œdème vasogénique extracellulaire 
Chez les patients atteints de l’OMD, les œdèmes intracellulaires et extracellulaires peuvent être 
présents, débutant par la forme cytotoxique et ultérieurement la forme vasogénique (Romero-
Aroca, 2010). La cause la plus fréquente de l’œdème, la forme vasogénique, est caractérisée par 
l’épaississement rétinien qui présente une dilatation vasculaire des vaisseaux de la iBHR (Coscas 
et al., 2017; Parodi Battaglia et al., 2018; Strayer et al., 2015). Présentement il y a consensus sur 
le fait que la principale cause menant à l’œdème rétinien reflète l’hyperperméabilité des vaisseaux 
sanguins induit par la dégradation des jonctions interendothéliales de la iBHR, ce qui induit 
l’accumulation de fluides extracellulaires et le dépôt de macromolécules (Chen et al., 2012; 
Cunha-Vaz, 2017; Musat et al., 2015; Wolfensberger, 2012). Cette accumulation se situe 
principalement au niveau de la couche du plexiforme externe (CPE) et des couches nucléaires 
internes (CNI) et externes (CNE) (Romero-Aroca et al., 2016). Cette forme d’œdème est due à la 
dégradation de la iBHR où l’endothélium devient hyperperméable (Cunha-Vaz, 2017; Satirdav et 
al., 2014). Il est admis que la dégradation de la BHR est la première impliquée de par sa proximité 
et par son importance dans le mécanisme de l’œdème maculaire quelle qu’en soit l’étiologie 
résultant d’un désordre systémique, oculaire ou causé par des médicaments (Coscas et al., 2017). 
Cette perturbation de la iBHR mène ainsi à l’accumulation de fluides dans les espaces sous-
rétinien et intra-rétinien (Zhang, X. et al., 2014), altérant la structure et la fonction de la macula 
(Gundogan et al., 2016) et peut apparaître avant les microanévrismes ou occlusions capillaires 
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(Cunha-Vaz, 1983). Ainsi comme l’avait mentionné Cunha-Vaz il y plus de 35 ans : 
“The study of the blood-retinal-barrier and of its alteration in diabetes must be kept in the 
forefront of any research directed to solve the problem of diabetic retinopathy’’.
 
1.4 Fonctions de la barrière hémato-rétinienne interne  
 
1.4.1 Composantes et fonctions de l’unité neurovasculaire de la iBHR 
L’iBHR procure une barrière sélective contre le passage de molécules potentiellement toxiques 
pour la rétine présentes dans la circulation. La base cellulaire de cette barrière est composée d’une 
monocouche de CE étanches et soudées entre elles, d’une membrane basale et de plusieurs cellules 
qui participent à l’étanchéité vasculaire dont les péricytes, les cellule gliales (astrocytes, 
microglies et cellules de Müller) et les photorécepteurs. Ces cellules constituent l’unité 
neurovasulaire, le couplage cellulaire constituant la iBHR (Figure 1.8) (Kazuomi, 2010; Kim et 
al., 2006; Klaassen et al., 2013; Mehta et al., 2006; Romero-Aroca et al., 2016). Les cellules 
vasculaires musculaires lisses (CVML) dans les vaisseaux de plus gros calibre tels que les 
artérioles, contribuent aussi à l’inter-communication neurovasculaire et au maintien des fonctions 
de la iBHR (Daruich et al., 2018).     
 
 
Figure 1.8. L’unité neurovasculaire de la iBHR. (Adapté de Campbell  2018) 
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1.4.2 Les cellules endothéliales de la iBHR  
Les composantes cellulaires majeures de l’iBHR sont les CE qui forment la première barrière 
entre la circulation (luminale) et le tissu rétinien interstitiel (abluminal) (Armulik et al., 2010). La 
barrière endothéliale (endothélium) est formée d’une monocouche de CE connectées entre elles 
par leurs jonctions à l’intérieur de la membrane basale (MB) (Moran et al., 2016). Avec une masse 
négligeable (110 g), ce tissu peut couvrir une surface totale de 350 m2 et est exposé en première 
ligne aux substances dans le sang en se situant à l’interface entre la paroi vasculaire et la circulation 
(Popov, 2010). L’endothélium joue un rôle actif dans plusieurs fonctions vitales dans le système 
cardiovasculaire, telles la régulation de la perfusion, l’hémostasie, la réponse inflammatoire, la 
vasculogenèse, l’angiogenèse et les cycles de vasodilatations ou vasoconstrictions (Moran et al., 
2016; Pries et al., 2006). Cruciale dans le maintien de la fonction visuelle, cette barrière cellulaire 
régule sélectivement le passage de métabolites, nutriments, d’ions et fluides entre le sang et la 
rétine et est d’importance dans le maintien de l’homéostasie rétinienne (Al Ahmad et al., 2009). 
En contraste avec d’autres endothéliums capillaires retrouvés dans d’autres tissus qui arborent 
plusieurs fenestrations (pores) et ouvertures permettant une diffusion moins sélective, 
l’endothélium capillaire de la iBHR comme la barrière hémato-encéphalique n’est pas fenestré 
(Aird William, 2007a, 2007b; Daneman et al., 2015).  
 
1.4.3 La perméabilité de l’endothélium de la iBHR 
 Le flux des solutés et fluides dicte le mouvement net en fonction du temps à travers la iBHR, dont 
les structures dictent sa fonction dans la perméabilité (Díaz-Coránguez et al., 2017). Les jonctions 
intercellulaires de la iBHR permettent non seulement de réguler l’adhésion interendothéliale, mais 
aussi la division cellulaire, la survie cellulaire et la quiescence vasculaire (Daruich et al., 2018; 
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Wietecha et al., 2013). Une des fonctions clés des complexes jonctionnels est la création d’une 
barrière pour exercer un contrôle sélectif de la perméabilité (Förster, 2008). Ainsi la perméabilité 
vasculaire intrarétinienne est définie par le taux de mouvement de macromolécules plasmatiques 
à travers les jonctions interendothéliales de l’iBHR, menant à leur accumulation dans l’espace 
interstitiel rétinien en réponse à un stimulus perméabilisant ou physiopathologique (Díaz-
Coránguez et al., 2017; Klaassen et al., 2013; Nagy, 2008). Cette barrière mécanique très étanche 
varie dynamiquement en ouvrant et fermant ces jonctions intercellulaires selon la demande 
tissulaire et permet ainsi à l’organisme de contrôler le transport et les échanges transcellulaires 
(Cunha-Vaz, 1976; Das et al., 2015; Zhang, X. et al., 2014). Il a déjà été décrit que 100% des 
grosses molécules (>400 Da) ne traversent pas la barrière endothéliale du SNC contre 98% 
lorsqu’elles sont de plus petites tailles  (Pardridge, 2005). Bien qu’il y ait plusieurs types de 
jonctions interendothéliales (Díaz-Coránguez et al., 2017; Romero-Aroca et al., 2016), les 
différents plexus capillaires de la iBHR sont joints solidement par deux types majeurs d’unions 
ou complexes jonctionnels, les jonctions étanches (tight) et d’ancrages (adherens), chacune 
composée de différents types de molécules d’adhésion (Figure 1.9) (Frank et al., 2008; 
Hombrebueno et al., 2015; McCarthy et al., 1996; Wilkinson et al., 2003). 
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Figure 1.9. Principaux complexes de jonction contrôlant la perméabilité de la BHR. Les 
composantes sanguines peuvent traverser à partir du coté luminal entre les complexes jonctionnels 
de deux CE vers le coté abluminal (ligne bleue). Les jonctions étanches qui sont les plus apicales, 
suivies par les jonctions d’ancrage formées par les VE-cadhérines et finalement viennent les 
jonctions les plus basolatérales Gap, qui forment des canaux communicants entre deux membranes 
plasmiques adjacentes pouvant laisser passer des macromolécules de ~1 Kda (Nielsen et al., 
2012). Certaines des molécules caractérisant la iBHR et impliquées dans le contrôle de la 
perméabilité sont indiquées. (Modifié de Diaz-Coranguez 2017) 
 
 
1.4.3.1 Structure et fonctions des jonctions étanches 
Parmi les plus solides, les jonctions étanches constituent un barrage mécanique et biologique 
contre le flux de solutés, permettant le contrôle du mouvement de protéines et lipides ou 
l’exportation de déchets cytotoxiques (Cunha-Vaz et al., 2011; Díaz-Coránguez et al., 2017; 
Förster, 2008; Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Zhang, X. et al., 2014). Les jonctions étanches sont 
composées de plus de 40 protéines transmembranaires liées au cytosquelette qui interagissent avec 
les protéines d’échafaudage et de signalisation qui agissent en concert pour influencer les 
propriétés de la iBHR (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Runkle et al., 2012).  Au niveau cellulaire, 
les jonctions étanches représentent près de 20 % du total des jonctions de la face latérale 
membranaires des CE, le reste étant attribué majoritairement aux jonctions d’ancrage (Wojciak-
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Stothard et al., 2001). Selon les tissus il y a une variabilité dans l’expression et la composition des 
jonctions étanches. Selon le calibre des vaisseaux, pour supporter le flux sanguin par exemple, 
elles sont plus développées dans les artères que dans les artérioles suivies des capillaires et des 
veinules. Cependant, l’endothélium de la iBHR est particulièment riche en jonctions étanches 
(Bazzoni et al., 2004; Daruich et al., 2018; Wallez et al., 2008).  Il y a trois types majeurs de 
protéines formant les complexes des jonctions étanches; les occludines, les claudines et JAM 
(Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Les occludines et les claudines sont particulièrement importantes 
dans le maintien d’une barrière fonctionnelle et du contrôle de la perméabilité vasculaire  
(Campbell et al., 2018; Campbell et al., 2012; Morita et al., 1999). 
 
Les occludines ont été les premières protéines aux jonctions étanches à être identifiées en 
association avec la barrière endothéliale (Furuse et al., 1993). Bien qu’elles soient présentes dans 
la EPR et d’autres endothéliums non-BHR, tels que dans la choroïde, elles sont exprimées 
préférentiellement dans l’endothélium de la iBHR et considérées comme des composantes 
déterminantes dans la perméabilité vasculaire rétinienne (Hirase et al., 1997; Kevil et al., 1998).  
Bien que leurs rôles précis restent à être explorés dans la formation des jonctions étanches, elles 
sont d’importance majeure dans leur organisation, stabilisation et leur activité avec le 
cytosquelette (Giebel et al., 2005). L’occludine est une protéine à quatre domaines 
transmembranaires avec deux régions cytoplasmiques, un court domaine N-terminal et une partie 
C-terminale longue, qui est requise dans la fonction de barrière intercellulaire et assujettie à la 
phosphorylation par plusieurs kinases telles que PKC et Src (Chen et al., 1997; Rahimi, 2017). La 
partie C-terminale  est aussi responsable du recrutement intracellulaire entre autres avec les 
protéines adaptatrices d’échafaudages telles les Zonula Occludens responsables de l’ancrage au 
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cytosquelette, le trafic intracellulaire et la stabilité des jonctions (Cummins, 2012; Hosoya et al., 
2012). Il a d’ailleurs été démontré que les occludines étaient indispensables dans l’intégrité de la 
barrière des CE (Kuwabara et al., 2001). La partie extracellulaire responsable de leur assemblage 
est formée de deux boucles qui permettent l’interaction latérale homodimérique ou 
hétérodimérique, formant entre les cellules des complexes de filaments dynamiques capables de 
signalisation modulant leurs propriétés d’adhésion (Blasig et al., 2011; Cummins, 2012; Förster, 
2008). 
 
Expérimentalement, l’importance de l’occludine aux jonctions étanches dans un modèle les 
surexprimant a pu être appréciée par l’augmentation par rapport aux contrôles de près du double 
de la résistance transcellulaire électrique (RTE) (McCarthy et al., 1996). Cette propriété physique 
permet de mesurer la force d’adhésion interendothéliale en temps réel (Mehta et al., 2006; Sukriti 
et al., 2014) et ainsi la restriction de la perméabilité (Klaassen et al., 2013). L’utilisation d’un 
antagoniste qui mime une partie extracellulaire de l’occludine a montré une augmentation de la 
perméabilité presque du même ordre par un essai Miles (Blaschuk et al., 2002). De même la 
délétion de la région N-terminal de l’occludine mène à une hyperperméabilité pour plusieurs 
traceurs de petites tailles (e.g. ~400 Da) (Bamforth et al., 1999). Il a également été montré que la 
régulation négative des occludines était directement relié à la perméabilité endothéliale induite par 
protéolyse ou par des agents de perméabilité tel le VEGF (Cummins, 2012; Murakami et al., 2009; 
Wachtel et al., 1999).  
 
Paradoxalement, l’observation chez des cellules et des modèles de souris déficientes d’occludines, 
peut quand même mener à la formation de jonctions étanches et à un phénotype normal (Balda et 
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al., 1996; Saitou et al., 1998). Ces différences peuvent refléter des fonctions différentes des 
complexes de jonctions selon le contexte pathophysiologique ou les modèles étudiés (Saitou et 
al., 2000).  
 
Les claudines. La structure et l’association subcellulaire des claudines sont similaires à celles des 
occludines, mais sont différentes dans leurs homologies séquentielles (Bazzoni et al., 2004; Furuse 
et al., 1998). Il y a plusieurs claudines identifiées à ce jour (Liu et al., 2016), exprimées 
différentiellement selon les tissus. De façon particulière, la claudine-5 est principalement 
exprimée dans la rétine avec une grande spécificité dans les cellules vasculaires endothéliales 
(Díaz-Coránguez et al., 2017; Luo et al., 2011; Morita et al., 2003; Morita et al., 1999). Les souris 
déficientes en claudine-5 présentent une dysfonction de la barrière hémato-encéphalique et une 
hyperperméabilité pour les molécules plus petites que 800 Da (Furuse, 2009; Nitta et al., 2003). 
Paradoxalement, cette déficience n’est pas associée à un œdème, tel que démontré par résonnance 
magnétique (Nitta et al., 2003). Dans un contexte diabétique,  il a été observé que l’hyperglycémie 
diminuait les niveaux de claudine-5 et d’occludine (Saker et al., 2014). 
 
1.4.3.2 Structure et fonctions des jonctions d’ancrage 
La perméabilité vasculaire est régulée en partie par les jonctions adhérentes, qui peuvent s’ouvrir 
ou se fermer de façon dynamique (Dejana et al., 2008). La VE-cadhérine est la composante 
transmembranaire majeure des jonctions d’ancrage des CE de la iBHR (Collins et al., 1995; 
Lampugnani et al., 1995; Wallez et al., 2008). Son expression est spécifique à l’endothélium (Gory 
et al., 1999; Prandini et al., 2005). La VE-cadhérine est spécifiquement responsable de 
l’assemblement des jonctions d’adhésion, de l’architecture et du développement d’une barrière 
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endothéliale fonctionnelle (Gavard, 2014). Son domaine extracellulaire peut former des 
homodimères ou hexamères par la liaison de complexes trimériques de VE-cadhérines 
interendothéliales (Claesson-Welsh, 2015; Hewat et al., 2007). La force d’adhésion des complexes 
VE-cadhérines, qui est défini spécifiquement par leur capacité à supporter le stress mécanique du 
flux et de la pression sanguine, est régulée par leurs attachements aux cytosquelettes (Komarova 
Yulia et al., 2017). Le domaine intracellulaire de la VE-cadhérine contient plusieurs sites de 
liaison pour plusieurs protéines dont les caténines p120, γ et β,(Komarova Yulia et al., 2017; 
Wallez et al., 2008), qui permettent de médier une signalisation intracellulaire, l’attachement au 
cytosquelette et le contrôle du trafic intracellulaire (Brasch et al., 2011). Cette association 
intracellulaire aux caténines et à l’actine du cytosquelette est essentielle pour la stabilité des 
complexes et permet le contrôle de la perméabilité (Corada et al., 1999; Navarro et al., 1995). La 
β-caténine joue aussi un rôle dans la fonction de la barrière endothéliale, sa stabilité et sa plasticité 
(Corada et al., 2010; Paolinelli et al., 2013; Timmerman et al., 2012).  
 
Les complexes formés par les VE-cadhérines jouent un rôle fondamental dans le contrôle de la 
perméabilité vasculaire entre le sang et le tissu interstitiel (Corada et al., 2001). Les déficiences 
fonctionnelles de VE-cadhérines chez les souris provoquent la désorganisation (Vittet et al., 
1997), un désassemblement (Corada et al., 2001) et une désintégration des vaisseaux (Carmeliet 
et al., 1999). L’expression de VE-cadhérines mutées dans leurs domaines extracellulaires 
provoque une perméabilité chez des cellules microvasculaires endothéliales humaines 
(Venkiteswaran et al., 2002). De plus, l’utilisation d’anticorps ciblant le domaine extracellulaire 
mène à une déstabilisation de l’assemblage transendothélial des VE-cadhérines et augmente la 
perméabilité aux macromolécules (Corada et al., 2001). Chez les CE quiescentes, la VE-cadhérine 
44 
 
et le VEGFR2 interagissent mutuellement et fonctionnellement pour moduler la perméabilité 
(Gaengel et al., 2012; Weis et al., 2004). La VE-cadhérine influence l’activité de plusieurs autres 
médiateurs intracellulaires ou récepteurs tels le récepteur Tie-2, TGFβ-R2, et Alk1/Smad1,5,9 
(Gavard, 2014; Rudini et al., 2008). Il a aussi été démontré que la VE-cadhérine stabilise le contact 
cellule-cellule par une signalisation bidirectionnelle et organise la barrière par une dynamique 
engageant le calcium et les microtubules (Komarova et al., 2012).  
 
1.4.4 Les membranes basales 
La membrane basale est une forme unique de la matrice extracellulaire qui sépare les CE des 
péricytes et astrocytes et qui joue un rôle actif dans les fonctions de l’unité neurovasculaire 
(Zlokovic, 2009). Il y a deux types de membranes basales dans le SNC, l’une enveloppant 
exclusivement les CE et l’autre qui englobe à la fois les péricytes et les CE (Xu et al., 2018). Outre 
son rôle dans le support structural, la membrane basale exerce plusieurs fonctions, comme la 
stabilité de l’endothélium par l’ancrage cellulaire et la signalisation.  Elle est composée de 
plusieurs protéines matricielles qui interagissent avec nombreux récepteurs cellulaires en réponse 
à certains médiateurs tel que le VEGF (Zlokovic, 2009). De plus, elle peut agir en tant que 
réservoir pour plusieurs médiateurs angiogéniques, incluant le VEGF qui est libéré par l’activation 
des métalloprotéinases matricielles (MMP).  
 
1.4.5 Les cellules murales 
Situés du côté extérieur de la membrane basale, les péricytes sont des cellules contractiles 
périvasculaires qui jouent un rôle essentiel dans le maintien de la iBHR et sont en contact étroit 
avec les CE en conditions physiologiques (Chan-Ling et al., 2011; Cogan et al., 1984). Avec leurs 
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multiples processus cytoplasmiques, les péricytes jouent un rôle central chez plusieurs 
composantes de l’unité neurovasculaire et dans l’intégrité des micro-vaisseaux. Leur perte précoce 
en conditions pathologiques, comme dans le diabète, mène à un endothélium relativement instable 
(Bergers et al., 2005; Berthiaume et al., 2018) et rend les CE plus sensibles aux niveaux de VEGF 
(Park et al., 2017). Des études ont en effet montré que l’inhibition du VEGF mène à des vaisseaux 
instables par l’élimination des CE n’étant plus supportées par des péricytes (He et al., 2016; Shah 
et al., 2017). Outre la stabilisation des vaisseaux, les péricytes contrôlent le diamètre capillaire, le 
flux sanguin, la prolifération des CE et la néovascularisation. Plusieurs molécules modulent 
l’interaction entre les péricytes et les CE, telles le PDGF-B, TGF-β, VEGF et l’angiopoïétine 
(Harris et al., 2014).  
 
1.4.6 Les cellules gliales et autres cellules de l’unité neurovasculaire 
Les cellules gliales sont localisées à l’interface entre les neurones et l’endothélium de la rétine 
(Sorrentino et al., 2016). Les astrocytes et les cellules de Müller sont deux types de cellules gliales 
ayant des processus qui enveloppent la lamina basale et les vaisseaux sanguins rétiniens (Fletcher, 
Erica L et al., 2008; Klaassen et al., 2013). Bien que leur principale fonction est le recaptage des 
neurotransmetteurs des terminaisons synaptiques, les cellules gliales jouent un rôle crucial dans 
le maintien de la iBHR par l’absorption de nutriments et l’élimination des déchets en conditions 
physiologiques (Fletcher, E. L. et al., 2008; Shin, E. S. et al., 2014). En condition 
hyperglycémiques, les cellules gliales peuvent contribuer à la progression de la RD par 
l’augmentation de l’expression de VEGF et d’autres agents neuroactifs et cytokines (Ewing et al., 
1998; Fletcher, Erica L et al., 2008). Ainsi, les cellules gliales en étant en étroite association avec 
les CE permettent de maintenir l’intégrité de la iBHR.   
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1.5 Dégradation de l’iBHR et l’hyperperméabilité  
 
1.5.1 Altérations biochimiques causées par l’hyperglycémie contribuant à 
l’OMD 
 
La dégradation de la iBHR est reconnue de nos jours comme étant la manifestation la plus précoce 
de l’OMD (Zhang, X. et al., 2014). Il y a 4 principales voies métaboliques hyperactives 
intercommunicantes en hyperglycémie impliquées dans la dysfonction de la iBHR menant à 
l’hyperperméabilité : la voie des polyols, des hexosamines, des AGE et celle des PKC (Figure 
1.10). Une cinquième voie, celle des espèces réactives d’oxygène (ROS), peut être en aval ou en 
amont des autres voies. Ces ROS sont produits principalement par une suractivation de la 
phosphorylation oxydative en hyperglycémie (Arden et al., 2015; Chua et al., 1998; Ketema et al., 
2015; Knels et al., 2008; Larger et al., 2015; Luo et al., 2016; Madamanchi et al., 2007; Rask-
Madsen, Christian et al., 2013; Schalkwijk, Casper G. et al., 2005; Tang et al., 2012; Wang et al., 
2007; Yan, 2018; Yan et al., 2010).   Ces voies sont connues pour la production de nombreux 
médiateurs, dont le VEGF,  et sont associées à l’OMD (Figure 1.10  et section 1.5.2) et 
impliquées dans la dégradation de la iBHR et l’hyperperméabilité, endommageant plusieurs 
cellules rétiniennes de l’unité neurovasculaire (Aiello, 2002; Asnaghi et al., 2003; Biswas et al., 
2017; Daruich et al., 2018; Das et al., 2015; Geraldes et al., 2009; Hammes et al., 2003; Klaassen 
et al., 2013; Larger et al., 2015; Lechner et al., 2017; Robinson et al., 2012; Romero-Aroca et al., 
2016; Shin, E. S. et al., 2014; Singh et al., 2009; Titchenell et al., 2012; Urias et al., 2017; Xue et 
al., 2008; Zhang, X. et al., 2014). 
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Figure 1.10. Altérations biochimiques en hyperglycémie altérant la iBHR menant à 
l’hyperperméabilité dans l’OMD. (A) L’hexokinase engage le glucose intracellulaire en le 
convertissant en G6P qui est confiné dans l’espace intracellulaire ou en sorbitol qui change la 
pression osmotique et augmente le stress oxydatif. La voie des hexosamines mène à la 
glycosylation enzymatique de plusieurs protéines et accélère la formation des produits finaux de 
glycations avancées (AGE). Corrélant avec les niveaux glycémiques, les AGE sont des réactions 
irréversibles biochimiques non-enzymatiques entre le glucose et les macromolécules, telles les 
protéines, modifiant leurs fonctions. La synthèse du diacylglycérol est le principal activateur des 
protéines kinases C (PKC) qui induisent l’expression de plusieurs facteurs impliqués dans 
l’angiogenèse, tels le TGF-beta et le VEGF. La glycolyse suractivée en hyperglycémie mène aussi 
à l’augmentation de l’activité mitochondriale et la production des radicaux libres et d’espèces 
réactives d’oxygènes (ROS), qui sont aussi responsables de l’inhibition d’enzymes telles eNOS et 
de la production de VEGF. Voir texte pour les références sur les médiateurs. (B) Ces médiateurs 
altèrent les structures de la iBHR par la dégradation des jonctions interendothéliales, menant à 
l’hyperperméabilité. D’autres changements contributeurs incluent la perte des péricytes, 
l’épaississement des membranes basales et la leukostasie. (Bilous et al., 2014; Das, 2016) (Schéma 
modifié de Larger et al 2015 et Bilous  2016).  
 
 
 
1.5.2 Médiateurs de la perméabilité de l’iBHR hyperglycémique 
Il existe une panoplie de médiateurs initiés par les altérations biochimiques causées par 
l’hyperglycémie qui créent un microenvironnement hypoxique et proinflammatoire menant à la 
Altérations de la BHR 
Hyperperméabilité vasculaire
A B
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dysfonction de la BHR dans l’OMD (Chua et al., 1998; Kaji et al., 2007; Okamoto et al., 2002; 
Ola et al., 2012; Palimeri et al., 2015; Romero-Aroca et al., 2016; Stitt et al., 2000; Weigert et al., 
2004). En effet, des changements dans la production de plusieurs facteurs de croissance (e.g. 
VEGF, TGF-β), d’agents proinflammatoires ou de molécules d’adhésion (e.g. ICAM-1, VCAM, 
sélectines et intégrines), eicosanoïdes(e.g. Cox-2), des chemokines (e.g. MCP1, IL-8), des 
cytokines (e.g. IL-6, IL-12 et TNF-α) et des protéases extracellulaires (MMP) (Daruich et al., 
2018; Homme et al., 2018; Klaassen et al., 2013; Romero-Aroca et al., 2016; Rubsam et al., 2018) 
ont été observés suite à une hyperglycémie chronique.  
 
Plusieurs de ces médiateurs se retrouvent en excès dans l’humeur aqueuse et surtout dans l’humeur 
vitrée de patients souffrant d’OMD (Daruich et al., 2018; Rubsam et al., 2018) et qui corrèlent 
avec l’épaississement maculaire. Ces facteurs incluent l’IL-6 (Funatsu et al., 2009), l’IL-8 (Lee et 
al., 2012), ICAM-1 (Funatsu et al., 2005) MCP-1 (Funatsu et al., 2009) et le VEGF, qui est très 
fortement augmenté (Daruich et al., 2018; Funatsu et al., 2005; Sonoda et al., 2013). Il n’est pas 
surprenant de voir que plusieurs de ces médiateurs ont un rôle majeur dans l’induction de la 
perméabilité vasculaire rétinienne (Daruich et al., 2018), dont l’IL-6 (Yun et al., 2017),  Il-8 (Yu 
et al., 2013) et le VEGF (Antonetti, Lieth, et al., 1999; Behzadian et al., 2003; Scheppke et al., 
2008). Fait remarquable sur le VEGF, il a été estimé qu’il était ~50 000 fois plus puissant que 
l’histamine dans l’induction de la perméabilité vasculaire (Senger et al., 1990). 
 
 Les recherches des 25 dernières années ont mis en lumière plusieurs des mécanismes impliqués 
dans la dégradation de la iBHR et ont mené à des thérapies très efficaces qui font partie des 
traitements de pointe contre la perméabilité maculaire rétinienne, dont l’utilisation des anti-VEGF 
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(Daruich et al., 2018). Ces médiateurs compromettent l’intégrité des jonctions intercellulaires et 
l’intercommunication de l’unité neurovasculaire menant à la dégradation de la BHR et à 
l’hyperperméabilité.  
 
1.5.3 Mécanismes majeurs menant à l’hyperperméabilité 
Bien que l’OMD soit multifactorielle, plusieurs recherches ont permis d’élucider les mécanismes 
potentiels qui peuvent mener à la dégradation de la iBHR. Les mécanismes de perméabilité 
vasculaire rétiniens et choroïdiens impliquent de nombreux médiateurs/récepteurs tels 
VEGF/VEGFR2, le facteur placentaire de croissance PlGF/VEGFR1, Ang-2/Tie2; Bradykinine 
BK/B2R-B1R, Angiotensine II , Aldostérone/MR, les composantes du complément C3a et C5a, 
TNF-α/TNFR, TGFβ; IL-1β, IL-6 et IL-8 (Daruich et al., 2018). Ces mécanismes coexistent 
souvent dans la pathophysiologie de l’OMD et contribuent à l’augmentation de la perméabilité 
par les altérations de l’intégrité des jonctions, la perte des CE ou leurs rétractions, la perte des 
autres cellules de l’unité neurovasculaire incluant les péricytes et cellules gliales qui sont toutes 
impliquées dans la dégradation de la iBHR (Daruich et al., 2018).   
 
1.5.4  Altérations des jonctions dans l’hyperperméabilité de l’iBHR 
1.5.4.1 Altérations des jonctions étanches occludines 
L’hyperglycémie chronique induite dans un modèle murin diabétique-STZ mène à une diminution 
des niveaux d’occludines, qui est associée à une augmentation de la perméabilité de la iBHR à 
l’albumine de près de 35% dans les microvaisseaux rétiniens (Antonetti et al., 1998). Il a été 
rapporté que l’hyperglycémie diminuait les niveaux des jonctions étanches par leur dégradations 
dans la rétine et que l’exposition des CE rétiniennes humaines (HREC) à une hyperglycémie (25 
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mM) diminuait les niveaux d’occludines et claudine-5 induisant une hyperperméabilité (Saker et 
al., 2014; Stewart et al., 2016). Le mécanisme menant à ces diminutions serait possiblement médié 
par angiopoïétine-2, qui est augmentée en conditions hyperglycémiques (Stewart et al., 2016). 
Comparativement à l’endothélium rétinien, l’endothélium choroïdien humain a montré être peu 
affecté dans les mêmes conditions hyperglycémiques (25 mM)  pour les niveaux de ces mêmes 
protéines, occludines et claudine-5 (Saker et al., 2014). 
 
La réduction des niveaux d’occludines en conditions diabétiques provoque une hyperperméabilité 
de la iBHR (Antonetti et al., 1998). Parmi les molécules des jonctions étanches, la régulation 
négative de l’occludine médié principalement par le VEGF, est sans nul doute le mécanisme le 
plus rapporté à être impliqué dans la dégradation de la BHR (Klaassen et al., 2013). Il a été montré 
que l’effet du VEGF provoquant l’hyperperméabilité passe par la phosphorylation de l’occludine 
menant à son internalisation et ubiquitination  (Antonetti, Barber, et al., 1999; Erickson et al., 
2007; Murakami et al., 2009; Sundstrom et al., 2009). Cette modification postraductionnelle peut 
mener à la dégradation de l’occludine via le système ubiquitine-protéasome, mais peut aussi 
contribuer à réguler de multiples autres fonctions biologiques incluant le traffic intracellulaire et 
la leukostasie (Murakami et al., 2009; Sundstrom et al., 2009). Cet effet du VEGF implique 
l’activation de la signalisation des kinases PKCβ (Harhaj et al., 2006; Liu et al., 2016; Murakami 
et al., 2012) et celle des Src (Scheppke et al., 2008). Cette dernière kinase s’associe en effet 
préférentiellement au VEGFR2 et joue un rôle crucial pour médier la signalisation au VEGF dans 
la perméabilité et l’angiogenèse (Chou et al., 2002). En effet, il a été démontré in vivo que 
l’ablation de Src empêche la perméabilité rétinienne induite par le VEGF chez la souris (Scheppke 
et al., 2008).  
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Certaines études ont aussi montré que le VEGF pouvait dégrader l’occludine via l’activation des 
protéinases uPar (Behzadian et al., 2003) et les métalloprotéinases matricielles (MMP) en 
conditions inflammatoires ou hyperglycémiques (Behzadian et al., 2001; Giebel et al., 2005). Ces 
études démontrent l’importance de l’hyperglycémie comme condition étiologique dans la 
pathophysiologie de l’OMD qui peut incorporer et amplifier plusieurs mécanismes hypoxiques et 
inflammatoires menant la dégradation des complexes étanches de la iBHR. 
 
1.5.4.2 Altérations des jonctions d’ancrage VE-cadhérines 
Plusieurs mécanismes mènent au désassemblement et à la perte de fonction du complexe VE-
cadhérines dans la iBHR (Wallez et al., 2008). Ceci peut s’effectuer par plusieurs voies menant à 
la perméabilité vasculaire (Gavard, 2014). La phosphorylation des VE-cadhérines joue un rôle 
majeur dans le contrôle de la perméabilité vasculaire.  FAK, PAK et Src peuvent phosphoryler la 
partie C-terminale du domaine cytoplasmique de VE-cadhérine sur plusieurs tyrosines 
compromettant l’intégrité de la barrière endothéliale et la perméabilité ou la phosphorylation des 
résidus sérines impliqué dans l’assemblage des jonctions d’ancrage (Adam, 2015; Dejana et al., 
2008; Potter et al., 2005; Sidibé, Adama et al., 2014; Turowski et al., 2008). Les résidus 
phosphorylés contrôlent l’activité de la VE-cadhérine. Par exemple, pY685 contrôle la 
perméabilité contrairement aux Y645, Y731 et Y733 qui sont impliqués dans la diapédèse, qui est 
l’infiltration de leucocytes entre les CE (Dejana et al., 2008; Sidibé, Adama et al., 2014; Sidibé, 
A. et al., 2014) ou la S665 qui joue un rôle dans la perméabilité induite par une tension mécanique 
(e.g. hypertension ou flux sanguin) (Gavard, 2014; Gavard et al., 2006; Tzima et al., 2005; 
Wojciak-Stothard et al., 2002).  
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Ces phosphorylations mènent à la dissociation des complexes VE-cadhérines/caténines induisant 
leurs détachements du cytosquelette, leurs internalisations et dégradations (Gavard, 2014; Wallez 
et al., 2008). Les vaisseaux quiescents sont caractérisés par des complexes VE-cadhérines stables 
et peu phosphorylés (Komarova Yulia et al., 2017; Wallez et al., 2008), car la VE-cadhérine est 
associée à plusieurs phosphatases qui la déphosphorylent (Wallez et al., 2008). En conditions 
diabétiques hyperglycémiques il y augmentation des niveaux de VEGF, ce qui mène à 
l’internalisation de VE-cadhérine et sa dégradation suite à une phosphorylation rapide et 
transitoire, menant à une hyperperméabilité (Esser et al., 1998). La transduction de ce mécanisme 
débute par la liaison du VEGF sur le récepteur VEGFR2 qui provoque son activation par sa 
phosphorylation de la tyrosine Y951 (Koch, Sina et al., 2011; Sun et al., 2012; Wessel et al., 2014). 
En conséquence, Src kinase qui s’associe préférentiellement au VEGFR2, est phosphorylé (Chou 
et al., 2002), ce qui mène à la phosphorylation de la tyrosine Y685 de la VE-cadhérine (Wallez et 
al., 2007). Cette phosphorylation et la dissociation des composantes intracellulaires p120 et β-
caténine, mène à l’endocytose et la dégradation de VE-cadhérine (Figure 1.11) (Koch, S. et al., 
2011; Komarova Yulia et al., 2017; Rahimi, 2017). L’activation du VEGFR2 mène aussi à une 
déstabilisation jonctionnelle des VE-cadhérines par phosphorylation d’eNOS et son activation 
dans la production de l’oxyde nitrique médiée par la voie PI3K/AKT (Di Lorenzo et al., 2013; 
Duran et al., 2010; Rahimi, 2017; Sun et al., 2012). Bien que le VEGF soit considéré comme le 
facteur primaire impliqué dans l’altération des fonctions vasculaires menant à l’OMD, d’autres 
mécanismes peuvent y participer. Les CE rétiniennes humaines (CERH) hyperglycémiques (30.5 
mM) et les tissus rétiniens murins diabétiques STZ ont aussi montré la réduction des niveaux de 
VE-cadhérines modulée par Ang-2 par un mécanisme médié par la phosphorylation en position 
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Y658 (Rangasamy et al., 2011). 
L’expression et les niveaux de VE-cadhérines peuvent être modulés au niveau transcriptionnel, 
par miRNA ou par une régulation post-translationnelle par clivage intracellulaire ou 
extracellulaire, ou encore dégradé par ubiquitination ou dans les lysosomes (Figure 1.11) 
(Gavard, 2014). Son domaine extracellulaire est très sensible à la dégradation par des protéases 
telles les métalloprotéases matricielles (MMP), qui sont augmentées en conditions diabétiques, 
contribuant à la diminution de leur disponibilité aux jonctions intercellulaires à la surface 
membranaire (Navaratna et al., 2007). Des mécanismes en conditions inflammatoires impliquant 
le TGF-β et l’IL-1β ont montré la réduction des niveaux des protéines VE-cadhérine concomitante 
à l’hyperperméabilité des CE microvasculaires humaines en culture (Matsuda et al., 2015). Les 
mêmes effets ont été observés sur des CE microvasculaires hyperperméables de cerveaux 
humains, démontrant une diminution non seulement des niveaux de protéines VE-cadhérines mais 
incluant les jonctions étanches occludines et claudines-5 en réponse aux agents proinflammatoires 
IL-6 et TNF-α (Rochfort et al., 2014). 
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Figure 1.11. Principales voies modulant le désassemblage des VE-cadhérines aux jonctions 
interendothéliales. Par modification post-traductionnelle, la phosphorylation des VE-cadhérines 
au C-terminal peut les dissocier de leurs composantes intracellulaires et les déstabiliser. Cette 
modification de la VE-cadhérine peut mener à son internalisation par endocytose et sa dégradation 
subséquente (encadré bleu), diminuant sa présence aux jonctions CE-CE. Les niveaux de VE-
cadhérine sont aussi régulés au niveau transcriptionnel (microARN, ARNm) ou par des 
modifications post-traductionnelles par ubiquitination ou encore des clivages par les protéases 
(Brun) (Gavard 2014). 
 
 
1.5.4.3 Altérations des composantes vasculaires 
L’altération des jonctions interendothéliales est potentiellement une des premières altérations 
moléculaires dans l’OMD vasogénique. La dégradation de la iBHR peut aussi résulter de la perte 
des CE et des péricytes, ceci étant parmi les signes les plus précoces et les plus spécifiques dans 
la RD et l’OMD (Antcliff et al., 1999; Ciulla et al., 2003; Hammes et al., 2011). Certains ont ainsi 
proposé que l’apoptose des CE pourrait être due à la perte des péricytes (Shin et al 2014), ce qui 
corrèle avec les microanévrismes observés cliniquement (Kuwabara et al., 1963; Speiser et al., 
1968). Dans des modèles expérimentaux de diabète de type 1 et de type 2, il a été ainsi démontré 
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une perte par apoptose des cellules microvasculaires endothéliales et péricytaires qui est induite 
par un mécanisme impliquant le TNF-α (Behl et al., 2008). Plusieurs mécanismes supplémentaires 
sont aussi impliqués dans la perte des cellules péricytaires (Daruich et al., 2018; Klaassen et al., 
2013; Shin, E. S. et al., 2014). Ainsi des modèles mécanistiques ont suggéré que la perte des 
péricytes des capillaires rétiniens s’effectuait plus tôt que celle des CE, menant à des capillaires 
acellulaires qui à leur tour génèrent des régions tissulaires non perfusées et augmentant 
l’hyperperméabilité de la rétine diabétique (Hammes et al., 2011). Des études ont aussi montré 
que l’absence de péricytes autour des microvaisseaux menait à la surproduction de plusieurs 
facteurs impliqués dans la pathophysiologie de l’OMD et RD, tels qu’une surproduction de VEGF, 
Ang2 et une diminution d’Ang1 (Daneman et al., 2010; Hellström et al., 2001). Ces mécanismes 
en hyperglycémie chronique affectent la signalisation stabilisatrice Ang1/Tie2, menant au 
détachement, à la migration et à  l’apoptose des péricytes et à une vasorégression progressive 
(Hammes et al., 2011). De plus, l’hyperglycémie induit l’apoptose des cellules péricytaires via les 
ROS/NFkB et compromet leur survie par l’inhibition de la signalisation VEGFR2/PDGFR via 
l’activation des PKC/SHIP  (Ejaz et al., 2008; Geraldes et al., 2009; Rask-Madsen, Christian et 
al., 2013; Shin, Eui Seok et al., 2014). Plus récemment, il a été démontré que dans un contexte 
proinflammatoire, un mécanisme induisant l’apoptose des péricytes serait médié par le TGF-β 
produit par les microglies rétiniennes humaines dans la rétinopathie diabétique non proliférative 
(RDNP) (Betts-Obregon et al., 2016). Pris ensemble, les conditions hyperglycémiques induisent 
plusieurs mécanismes menant à la perte des EC et péricytes, ce qui compromet l’intégrité et les 
fonctions de la iBHR et peut mener à l’hyperperméabilité rencontré dans l’OMD. En plus de ces 
altérations cellulaires, il est à considérer l’épaississement des membranes basales et la leukostasie 
permettant la diapédèse, qui sont aussi des caractéristiques non-négligeables et qui peuvent 
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perturber l’hémodynamique circulatoire et amplifier la réponse proinflammatoire, ce qui ajoute 
ainsi à la complexité de la pathophysiologie de l’OMD (Ciulla et al., 2003).   
 
1.6 Facteurs protecteurs et traitements de l’OMD 
 
1.6.1 Facteurs protecteurs endogènes 
Plusieurs mécanismes de protection vasculaire peuvent être altérés dans le diabète, la RD ou la 
OMD comme la signalisation de l’insuline ou encore le PEDF, l’endostatine et l’angiostatine, les 
facteurs neurotrophiques BDNF ou CNTF, ou le niveau d’enzymes anti-oxydantes (Kim, J. et al., 
2013; Rask-Madsen, Christian et al., 2013; Romero-Aroca et al., 2016). Présentement un des 
traitements standards pour la prévention et le traitement de l’OMD est la neutralisation de la 
signalisation du VEGF. Bien qu’ayant des bienfaits cliniques certains, l’utilisation des anti-VEGF 
présente aussi des risques pour la fonction visuelle puisque le VEGF est un facteur neuroprotecteur 
nécessaire à la survie des cellules de l’unité neurovasculaire.  
 
1.6.2 Facteurs protecteurs thérapeutique de l’OMD : les anti-VEGF 
La rétine ayant une haute demande en nutriments et oxygène, elle est plus facilement assujettie à 
devenir hypoxique suite aux altérations microvasculaires diabétiques. L’hypoxie associée à 
l’hyperglycémie peut mener à la stabilisation du facteur de transcription hypoxique HIF-1α, qui 
induit la production du VEGF pour perfuser le tissues. Le haut taux de glucose peut à lui seul 
stabiliser HIF-1α même en présence d’oxygène par l’effet Warburg. Le VEGF-A (i.e. VEGF), est 
aussi appelé facteur de perméabilité vasculaire qui est un régulateur majeur de la déstabilisation 
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de la BHR et de l’induction de la perméabilité vasculaire en condition pathologique (Rahimi, 
2017; Zhang, X. et al., 2014). Le VEGF-A est le plus étudié de la famille des VEGF, qui inclut le 
VEGF-B, -C, -D, -E et le facteur placentaire de croissance (PlGF) (Ferrara et al., 1997; Zhang, X. 
et al., 2014). Le VEGF-A a plusieurs isoformes dont la plus abondante est le VEGF-165 (Zhang, 
Xinyuan et al., 2014). Trois récepteurs tyrosines kinases sont connus pour transmettre le signal du 
VEGF : les récepteurs VEGFR1 (FLT-1), VEGFR2 (FLK-1) et VEGFR3 (FLT-4). Chez 
l’humain, le VEGFR1 est exprimé dans les capillaires quiescents rétiniens, contrairement au 
VEGFR2 et VEGFR3 qui sont peu présents (Witmer, Antonella N. et al., 2002). Cependant 
VEGFR2 et VEGFR3 sont augmentés dans les capillaires rétiniens diabétiques humains ou par 
l’action du VEGF et sont colocalisés spécifiquement aux régions d’hyperperméabilité (Witmer, 
A. N. et al., 2002). Des études ont aussi montré que le VEGFR2 était aussi exprimé par les cellules 
de Müller (Fu et al., 2015) et au niveau des couches neuronales rétiniennes et a fonctionnellement 
un rôle important dans la neuroprotection (Fu et al., 2015; Nishijima et al., 2007). Bien que le 
VEGFR1 et VEGFR2 soient tous deux activés par le VEGF, le VEGFR2 est reconnu comme étant 
le médiateur prédominant du VEGF dans la déstabilisation des jonctions endothéliales (Rahimi, 
2017) et un important régulateur de la perméabilité vasculaire et de l’angiogenèse, et essentiel à 
la survie cellulaire, la neurogenèse et la synaptogenèse (Cébe-Suarez et al., 2006; Hombrebueno 
et al., 2015). À l’opposé, le VEGFR1 a été décrit comme un leurre et antagonise l’action du VEGF 
(Gille et al., 2001). Les voies majeures dans l’induction de la perméabilité médiée par l’activation 
du VEGFR2 impliquent la phosphorylation des VE-cadhérines, p120- et β-caténines, et celles 
médiées par eNOS/NO (Rahimi, 2017).  
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Le VEGF est un important contributeur à la RD et l’OMD et contribue à l’épaississement de la 
macula (Zhang 2014). Les injections de protéines neutralisant le VEGF ont montré généralement 
de grands bénéfices en renversant l’épaississement de l’œdème maculaire et en améliorant l’acuité 
visuelle tout en rétablissant la dépression de la fovéola (Koyanagi et al., 2018; Sophie et al., 2015; 
Wells et al., 2016; Willmann et al., 2017). Pour cette raison, le développement d’inhibiteurs du 
VEGF est considéré comme l’un des avancements les plus significatifs de la médecine moderne 
(Cheung et al., 2014). Ces agents sont devenus le traitement standard de l’OMD, surclassant les 
traitements maculaires locaux au laser, vitrectomies et corticostéroïdes (Tsai et al., 2017; Wells et 
al., 2016). Cependant cette approche thérapeutique présente plusieurs effets secondaires et 
complications qui sont non négligeables, incluant l’atrophie géographique rétinienne, la perte de 
photorécepteurs (Rofagha et al., 2013), l’inflammation intraoculaire, des endophtalmies, 
l’élévation de la pression intraoculaire, des détachements rétiniens, des hémorragies oculaires et 
même des effets systémiques puisque les anti-VEGF par injection intraoculaire se retrouvent dans 
la circulation en quantité significative (Diago et al., 2009; Falavarjani, K. G. et al., 2013). De plus, 
ce ne sont pas tous les patients ayant l’OMD qui répondent aux traitements anti-VEGF (Blinder 
et al., 2017; Koyanagi et al., 2018). De plus, les patients qui répondent peuvent, après quelques 
années d’injections, avoir des accumulations de fluides récurrentes et épisodiques intra rétiniennes 
associées à une diminution de l’acuité visuelle (Channa et al., 2014). Expérimentalement, il a été 
observé que les traitements soutenus d’anti-VEGF chez des souris diabétiques pouvaient 
exacerber la perméabilité vasculaire à l’albumine, induire un enflement de la fovéa, la 
détérioration des photorécepteurs, une déstabilisation des structures synaptiques et la perte des 
cellules amacrines et ganglionnaires, le tout accompagné d’une perte potentielle de fonction 
rétinienne (Hombrebueno et al., 2015). Ainsi il serait important de considérer des approches 
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alternatives qui pourraient non seulement protéger les vaisseaux en préservant leur intégrité et leur 
stabilité jonctionnelle en conditions hyperglycémiques diabétiques, mais aussi qui auraient une 
action plus spécifique sur l’endothélium que celle des anti-VEGF, dont les récepteurs sont 
nécessaires à plusieurs autres cellules de l’unité neurovasculaire, pour prévenir des dommages 
collatéraux de la neurorétine. 
 
1.7 La signalisation BMP9/Alk1 protectrice des vaisseaux 
 
Le récepteur Alk1 (activin receptor-like kinase type 1) et ses ligands physiologiques, les protéines 
morphogénétique osseuse-9 et 10 (BMP9 et BMP10), jouent un rôle majeur dans le 
développement et la maturation des vaisseaux sanguins. Ces BMP font parties de la superfamille 
des cytokines TGF-β, qui regroupe une quarantaine de protéines identifiées chez l’humain et sont 
subdivisées en plusieurs sous-familles (Ricard et al., 2011). La sous-famille des BMP inclue une 
quinzaine de membres dont plusieurs ont démontré des effets sur l’endothélium vasculaire, telles 
les BMP1, 2, 4, 7, 9 et 10 (Dyer et al., 2014; Santibañez et al., 2011). Leur expression distincte 
est régulée de façon spatio-temporelle avec une action qui est spécifique au tissu et dépend des 
récepteurs présents, ce qui permet un contrôle versatile de leurs signalisations (Erickson et al., 
2003; Lembong et al., 2008; Lowery et al., 2010; Paralkar et al., 1998). Les BMP offrent une 
variété de possibilités de signalisation par la diversité de leurs complexes hétérodimériques 
localisés à la surface membranaire qui comprennent principalement deux types de récepteurs 
sérine/thréonine kinases appelés Type I et II. Il y a 7 types de récepteurs de type I, qui incluent 
Alk1 à Alk7. Parmi ces récepteurs, seulement Alk1, 2, 3, 6 et 7 sont connus pour transmettre la 
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signalisation des BMP et peuvent former différents complexes hétérotétramériques en s’associant 
aux récepteurs de types II, BMPRII, ActRIIA et IIB (Herrera et al., 2014). De plus, pour ajouter 
à la complexité des réponses fonctionnelles des BMP, des récepteurs de types III, qui incluent 
l’endogline et le betaglycan, peuvent aussi être recrutés aux complexes formés par les récepteurs 
de type I et II et contribuent à cette spécificité pour moduler la signalisation (Tillet et al., 2018). 
La transmission des signaux générés par les BMP impliquent ainsi trois types de récepteurs qui 
peuvent se complexer, avec des degrés différents d’affinités pour la BMP9, afin de permettre la 
transduction du signal intracellulaire qui s’effectue principalement par la voie canonique des 
facteurs de transcriptions Smad1, 5 et 8 (Kim et al., 2011; Lamplot et al., 2013; Larrivee et al., 
2012; Leblanc et al., 2013) (Figure 1.12) 
 
Figure 1.12. Mécanismes d’action de la protéine morphogénétique osseuse 9 (BMP9).  La 
BMP9 (et la BMP10) induit la transduction du signal par les récepteurs hétérotétramères 
sérine/thréonine kinase composés de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de types II (> 
ou < représentent l’affinité comparative de la BMP9). Une fois que la BMP9 se lie aux récepteurs, 
l’initiation de la transduction du signal s’effectue via la voie canonique Smad, ou encore non-
Smad ou non canoniques. Dans la voie canonique le récepteur de type I (i.e. Alk1) phosphoryle 
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les R-Smad (i.e. Smad1, 5 et 9), qui s’associent ensuite avec un médiateur commun, Smad4 (Co-
Smad), qui va être transloqué au noyau pour ainsi se lier à l’élément BRE (BMP Responsive 
element), présent dans les promoteurs de multiples gènes, pour activer la transcription de gènes 
cibles. Il y a plusieurs promoteurs/inhibiteurs extracellulaires/intracellulaires de la signalisation 
des BMP (i.e. Smad6 et 7) qui peuvent être une cible de la signalisation des BMP (Leblanc, 2013) 
(Kim et al., 2011; Lamplot et al., 2013; Larrivee et al., 2012). 
 
 
1.7.1 Structure et fonction du ligand BMP9 
La BMP9 (aussi connu sous le nom de GDF2) est une protéine circulante qui est principalement 
produite par les cellules hépatiques (Bidart et al., 2012; Leblanc et al., 2013; Miller et al., 2000). 
Chez la souris, ses concentrations augmentent lors du développement jusqu’à atteindre un pic trois 
mois après la naissance pour ensuite redescendre à l’âge adulte à des concentrations  de ~2 ng/mL 
(Bidart et al., 2012). La biosynthèse de la BMP9 procède par la sécrétion de la protéine précurseur 
pré-pro-BMP9 ayant trois régions qui incluent la région du peptide signal, un long prodomaine 
(33 kDa) et la protéine mature (12,5 kDa) (Bidart et al., 2012). Après une série de transformations 
suivant une homodimérisation et clivages protéolytiques, les deux formes actives sont générées 
suite à une liaison des sous-unités par des ponts disulfures, l’une étant un homodimère composé 
de deux protéines matures de 25 kDa et l’autre de 100 kDa composé d’un homodimère de la 
protéine mature et de son prodomaine (Bidart et al., 2012). Pouvant s’hétérodimériser et conserver 
leurs activités, la BMP9 et BMP10 ont près de 65% d’homologie séquentielle au niveau de la 
protéine et ont une très grande affinité et spécificité pour Alk1 (David et al., 2007; Scharpfenecker 
et al., 2007; Tillet et al., 2014; Townson et al., 2012). La BMP9 est reconnue comme une puissante 
activatrice de la signalisation d’Alk1 dans les CE, qui peut être modulée par les récepteurs de 
types II et optimisée par le récepteur de type III endogline (Tian et al., 2012). Outre ses effets dans 
la formation osseuse (Leblanc, 2013), la BMP9 présente aussi des effets sur la chondrogenèse, 
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neurogenèse, l’hépatorégénération et dans le développement vasculaire (Leblanc et al., 2013). De 
plus, la BMP9 semble jouer un rôle important dans la formation et le maintien des vaisseaux 
lymphatiques, puisque l’invalidation de la BMP9 chez la souris affecte sévèrement le drainage du 
système vasculaire lymphatique et ces souris présentent des défauts importants dans la maturation 
de ce réseau (Levet 2013). La BMP9 joue aussi un rôle important dans la formation et maintenance 
des vaisseaux sanguins : il a été démontré que la BMP9, tout comme la BMP10, joue un rôle 
critique dans le remodelage vasculaire rétinien, de par ses effets sur la quiescence vasculaire. 
(Chen, H. et al., 2013; David et al., 2008; David et al., 2007; Ouarne et al., 2018; Ricard, 2013; 
Ricard et al., 2011; Ricard et al., 2012).   Enfin, il a aussi été démontré que la BMP9 joue un rôle 
dans le contrôle de l’homéostasie du glucose et la sensibilité à l’insuline (Chen et al., 2003; 
Leblanc et al., 2013). Contrairement à la BMP9, la BMP10, qui est aussi un ligand spécifique de 
Alk1, joue un rôle plus spécifique dans le développement cardiaque embryonnaire, et semble avoir 
peu de rôle dans la vie post-natale, puisque ses niveaux diminuent drastiquement à la naissance 
chez la souris (Chen et al., 2004).  
 
1.7.2 Structure du récepteur de type I : Alk1 
Spécifique à l’endothélium (Massague, 1998), Alk1 est le produit du gène Activin receptor-like 
kinase de type 1 (ACVRL1), et est une protéine transmembranaire sérine/thréonine kinase 
appartenant à la famille des récepteurs TGFβ de type I (Attisano et al., 1993). Alk1 est composé 
de trois domaines : un domaine extracellulaire, une région cytoplasmique et une région 
intracellulaire. La partie extracellulaire peut être composée d’un peptide signal qui est clivé pour 
générer un Alk1 mature. La partie intracellulaire contient la région GS juxtamembranaire  riche 
en glycine et en sérine  qui régule l’activité kinase, et une région sérine-thréonine kinase qui est 
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responsable principalement de la phosphorylation des facteurs de transcription Smad (Gonzalez-
Nunez et al., 2013). Cette activation dépend de son association à différents récepteurs de type II 
et III pour générer des complexes hétérotétramériques sérine/thréonine kinase avec une capacité 
de signalisation variée (Attisano et al., 1993).  
 
1.7.3 Structures des récepteurs de type II et III 
Il existe trois récepteurs de type II auxquels Alk1 peut s’associer, BMPR2, ActRIIA et ActRIIB, 
pour intégrer le signal des BMP (Donaldson et al., 1992; Rosenzweig et al., 1995; Yu et al., 2005). 
Les récepteurs de types II ont des structures similaires aux récepteurs de type I et comprennent 
trois domaines : extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire, ayant un sous-domaine sérine 
/thréonine kinase dans la région intracellulaire mais sans une région GS comme les récepteurs de 
type I (Donaldson et al., 1992; Mueller et al., 2012; Rosenzweig et al., 1995; Wrana et al., 1994; 
Yu et al., 2005). Ayant été identifié comme biomarqueur spécifique à l’endothélium, le co-
récepteur accessoire endoglin (Fonsatti et al., 2001), est requis (Nolan-Stevaux et al., 2012) et 
essentiel à la signalisation BMP9/Alk1 dans l’endothélium (Gougos et al., 1988; Saito et al., 
2017). Cette glycoprotéine transmembranaire homodimérique n’ayant pas de domaine kinase 
(Nolan-Stevaux et al., 2012) est exprimée à de hautes concentrations dans les cellules vasculaires 
endothéliales et est capable de lier plusieurs cytokines de la famille TGF-β (Gougos et al., 1988; 
Wong et al., 2000) avec une très grande affinité (Castonguay et al., 2011; Scharpfenecker et al., 
2007). L’endogline peut aussi s’associer avec un autre récepteur accessoire du même ordre, le 
betaglycan, mais aussi avec les complexes des récepteurs de  type I et II (Lowery et al., 2010; 
Wong et al., 2000; Yamashita et al., 1994; Zhang et al., 1996).   
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1.7.4 Expression physiopathologique d’Alk1 dans l’endothélium 
Pendant le développement, l’expression d’Alk1 est observée dans plusieurs tissus et organes, mais 
son expression est particulièrement enrichie dans l’endothélium. Durant le développement 
embryonnaire, son expression reste élevée dans les régions de vasculogenèse et dans les vaisseaux 
naissants durant la phase angiogénique au moment de la formation de nouveaux vaisseaux à partir 
de vaisseaux préexistants (Roelen et al., 1997). Des études ont aussi montré qu’Alk1 aurait un rôle 
critique dans l’artérialisation et le remodelage vasculaire dans les artères en développement (Seki 
et al., 2003). Il est intéressant de noter que Eng présente un pattern d’expression identique à celui 
d’Alk1(Jonker et al., 2002). Bien que les niveaux d’Alk1 puissent être réduits à l’âge adulte (Seki 
et al., 2003), l’expression transcriptionnelle d’Alk1 reste élevée dans les microvaisseaux de 
plusieurs organes, tels que le poumon (Miller et al., 2000; Panchenko et al., 1996) et le cerveau 
(Ge et al., 2017). Les produits de transcription d’Alk1 ont aussi été détectés dans les rétines de 
souris et l’expression de sa protéine se retrouve préférentiellement dans les vaisseaux sanguins 
rétiniens de la iBHR (Ntumba et al., 2016). En conditions pathologiques, Alk1 est surexprimé 
dans l’endothélium de plusieurs types de tumeurs (Hu-Lowe et al., 2011). Dans la rétine 
hypoxique, l’expression d’Alk1 est induite significativement relativement à d’autres récepteurs de 
type 1 (Ntumba et al., 2016). À notre connaissance son expression dans la rétine diabétique n’a 
pas encore été documentée.    
 
1.7.5 Spécificité d’action de la voie BMP9/Alk1 dans l’endothélium 
Le récepteur Alk1 a longtemps été considéré orphelin, jusqu’à ce que les BMP9 et BMP10 soient 
identifiés comme ligands de grande affinité dans les CE (Brown et al., 2005; David et al., 2008; 
Lux et al., 1999). D’autres groupes ont également démontré que la BMP9 et la BMP10 étaient les 
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seuls ligands d’Alk1 de la famille TGF-ß pouvant activer la signalisation Smad1,5,9 dans les 
cellules primaires endothéliales par l’intermédiaire de Alk1 (David et al., 2007; Mitchell et al., 
2010; Nolan-Stevaux et al., 2012; Scharpfenecker et al., 2007). Les ligands physiologiques 
d’Alk1, la BMP9 et BMP10 s’y lient avec une grande affinité de l’ordre du picomolaire (EC50 = 
23 pM) comparativement aux autres récepteurs Alk2, Alk3 et Alk7 qui ont une affinité de l’ordre 
du nanomolaire (Brown et al., 2005; Coskuner et al., 2017; Mi et al., 2015; Scharpfenecker et al., 
2007; Shao, Esther S. et al., 2009). Les BMP9 et BMP10 ont aussi une plus grande affinité pour 
Alk1 comparativement aux autres BMP pour leurs récepteurs spécifiques (David et al., 2009; 
David et al., 2008; Tillet et al., 2014).  
 
1.7.6 Intégration fonctionnelle du signal BMP9/Alk1 dans l’endothélium 
1.7.6.1 Signalisation canonique de quiescence Smad1,5,9 
Le domaine kinase intracellulaire des récepteurs de types II étant constitutivement activé, le 
complexe assemblé par la BMP9 rapproche les domaines intracellulaires des récepteurs 
permettant la phosphorylation d’Alk1 aux domaines GS. Cette activation d’Alk1 permet de 
réguler la transcription de plusieurs gènes spécifiques. Plusieurs études transcriptomiques 
indépendantes sur les CE stimulées par la BMP9 ou ayant Alk1 constitutivement activé montrent 
l’induction de plusieurs gènes impliqué dans la stabilité et la quiescence vasculaire, tels Id1, Id2, 
Id3 (David et al., 2008; Herrera et al., 2014; Larrivee et al., 2012; Ricard, 2013).  
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1.7.6.2 Perte de fonction de la signalisation Alk1 dans l’endothélium 
Chez l’humain 
Des désordres génétiques vasculaires humains sont liés à la perte de fonction des composantes 
signalétiques BMP9/Alk1. Deux maladies rares très représentatives des conséquences de 
l’altération de plusieurs composantes de cette voie sur l’endothélium vasculaire humain sont la 
télangiectasie hémorragique héréditaire (THH) et l’hypertension artérielle pulmonaire familiale 
(HTAP) (Bernabéu et al., 2010).  
 
La THH est une maladie rare autosomale dominante qui se développe avec l’âge associée à 
plusieurs anomalies vasculaires au cerveau, aux poumons et dans le système gastrointestinal. 
(Abdalla et al., 2006; Bernabéu et al., 2010; Thalgott et al., 2015; Winkler et al., 2011).  Plusieurs 
mutations des membres de la famille TGF-β/BMP ont été associées à la THH, telles que Alk1, 
endoglin, et Smad 4 (Abdalla et al., 2006; Bernabéu et al., 2010; Cai et al., 2012; Lowery et al., 
2010; Wooderchak-Donahue et al., 2013). En général, une haploinsuffisance est nécessaire pour 
l’un de ces gènes et suffisante pour causer la THH (Abdalla et al., 2006) (Johnson et al., 1996; 
Lowery et al., 2010; McAllister et al., 1994; Ricard et al., 2010). Chez l’humain, ces altérations 
génétiques se caractérisent principalement par des altérations fonctionnelles incluant 
principalement des malformations artério-veineuses (MAV) accompagnées par des dilatations 
veineuses et la perte des réseaux capillaires et de péricytes, menant à des vaisseaux instables et 
fragilisés, perméables, angiogéniques et hémorragiques (Abdalla et al., 2006; Bernabéu et al., 
2010; Thalgott et al., 2015; Winkler et al., 2011).  
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Certains sous-groupes de patients THH ayant une mutation aux gènes Alk1 et Eng peuvent aussi 
développer la HTAP (Lowery et al., 2010; Soubrier et al., 2013). Cette maladie progressive et 
fatale se manifeste par une élévation exagérée de la pression pulmonaire (Austin et al., 2014). Les 
altérations génétiques impliquant la HTAP incluent principalement le récepteur de type II, 
BMPR2, Smad9 et certains gènes non-associés à la famille des TGF-β, telle la cavéolin-1 (Austin 
et al., 2014; Cai et al., 2012; Machado et al., 2006; Wooderchak-Donahue et al., 2013). Ces 
altérations génétiques dans la HTAP se caractérisent par le dysfonctionnement de l’endothélium 
suite à une série d’évènements incluant l’apoptose CE capillaires, une hyper-prolifération et une 
angiogenèse menant à un endothélium instable et désorganisé (Zhou et al., 2016). En conséquence, 
il y a altération des médiateurs vasoactifs qui peuvent rendre la barrière endothéliale 
hyperperméable. Cette dernière altération fonctionnelle est aussi observée dans l’OMD et RD, 
bien qu’elle soit peu explorée dans la HTAP.  
 
Ensemble, ces données montrent que les composantes de la signalisation Alk1 sont cruciales pour 
le maintien d’un endothélium vasculaire systémique fonctionnel et stable chez l’humain.  
 
Selon une approche expérimentale 
Le rôle crucial de Alk1 dans l’endothélium a été démontré par des invalidations homozygotes 
d’Alk1 chez la souris, qui sont léthales au stade embryonnaire E10.5 (Oh et al., 2000; Park et al., 
2009; Urness et al., 2000). Cette léthalité est due principalement à des défauts dans l’angiogenèse 
et le développement cardiaque, des dilatations excessives des vaisseaux qui présentent des lésions 
vasculaires exacerbées similaires à celles observées dans la THH (Park et al., 2009; Tual-Chalot 
et al., 2015).  
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Les souris hétérozygotes ayant des mutations dans plusieurs gènes de la voie BMP9/Alk1 se 
développent normalement sans phénotype notable (Tual-Chalot et al., 2015). Jusqu’à un certain 
point cependant, puisque les observations phénotypiques pathologiques vasculaires humaines 
rencontrées dans la THH peuvent être reproduites à une échelle appréciable expérimentalement 
(e.g. ~12 mois ou plus pour Alk1+/-) dans des modèles murins impliquant des délétions 
hétérozygotes des récepteurs Alk1, BMPR2 et Eng (Bourdeau et al., 2000; David et al., 2009; 
Frank et al., 2008; Lowery et al., 2010; Srinivasan et al., 2003). Il est important de mentionner 
que d’autres délétions d’Alk1 induites dans des lignées Cre ont aussi été reproduites 
spécifiquement sur d’autres cellules tel que chez les CVML et péricytes et n’ont pas donné des 
phénotypes de dysfonctionnement de l’endothélium vasculaire (Chen et al., 2014; Garrido-Martin 
et al., 2014; Tual-Chalot et al., 2015). Ceci se compare aux délétions d’Alk1 chez l’humain qui 
présentent des altérations fonctionnelles qui elles aussi sont au niveau de la perméabilité de 
l’endothélium. Une étude sur les mécanismes potentiels sous-jacents a démontré sur les cerveaux 
de souris déficientes d’Alk1 qu’une stimulation soutenue au VEGF induisait la perturbation de 
l’intégrité de la barrière endothéliale, accompagnée par la perte des cellules murales (Chen, W. et 
al., 2013), qui est l’un des signes les plus précoces rencontré dans la RD et l’OMD. En 
conséquence, ces souris présentent une hyperperméabilité exacerbée par le VEGF. Il a été 
démontré expérimentalement que l’invalidation homozygote d’Alk1 mène à une 
hyperperméabilité dès les 2 premiers jours suivant la délétion (Tual-Chalot et al., 2015). 
Prises ensemble, ces données permettent d’observer une bonne concordance entre l’humain et le 
modèle animal d’une voie qui est bien conservée évolutivement (Ramel et al., 2012) et témoigne 
des conséquences qu’une perte de fonctionnalité du récepteur Alk1 peut avoir sur la stabilité de 
l’endothélium vasculaire.  
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1.8 Potentiel de l’activation de la signalisation BMP9/Alk1  
 
La perte de fonction spécifique de la voie BMP9/ALK1/Smad1,5,9 dans l’endothélium 
vasculaire suggère que son activation ou du moins sa préservation pourrait contrecarrer 
plusieurs altérations physiologiques fonctionnelles de l’endothélium vasculaire diabétique. Une 
fois activée, la voie BMP9/Alk1 est responsable non seulement de la transcription de nombreux 
gènes impliqués dans la stabilité et la quiescence vasculaire adulte sous le contrôle des Smad1,5,9, 
mais aussi de réprimer l’expression de plusieurs facteurs/récepteurs pouvant être impliqués dans 
la dégradation de la iBHR ou la perméabilité incluant le VEGF, VEGFR2, Ang2,   HIF-1 α, 
STAT3, TNF et Cavéolin-1(Oh et al., 2000; Ota et al., 2002; Shao, E. S. et al., 2009), pouvant 
ainsi freiner plusieurs altérations de fonctions physiologiques vasculaires hyperglycémiques 
rappelant celles rencontrées dans la pathophysiologie de la RD et l’OMD.  
 
1.8.1 Effets cellulaires endothéliaux de l’activation BMP9/Alk1 
La surexpression par des vecteurs adénoviraux d’une forme constitutivement active d’Alk1 
montre une inhibition de la prolifération, de la migration et des déficiences d’adhésion par la 
réorganisation anormale du cytosquelette de plusieurs types de CE microvasculaires endothéliales 
humaines (HMVEC) ou chez des cellules primaires endothéliales de veines ombilicales humaines 
(HUVEC) (David et al., 2007; Lamouille et al., 2002; Ota et al., 2002; Upton et al., 2009). Bien 
que certains essais incluant ceux effectués sur des cellules immortalisées soient contradictoires 
(Section 1.8.1.1) (Lebrin et al., 2004; Suzuki et al., 2010), les effets de la BMP9 in vitro semblent 
aussi favoriser l’inhibition de la migration, de la prolifération et de l’angiogenèse induite par le 
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FGF  chez les CE (Scharpfenecker et al., 2007) (David et al., 2008). Tout comme la BMP9, la 
BMP10 démontre aussi une inhibition de la prolifération et de la migration des cellules 
endothéliale microvasculaires (David et al., 2007). Ces résultats sur l’inhibition de plusieurs 
fonctions angiogéniques démontrent le potentiel de favoriser la phase de maturation de 
l’angiogenèse et/ou du maintien du phénotype de quiescence par l’activation de la voie 
BMP9/Alk1 dans la stabilisation de l’endothélium. Dans ce contexte, une étude utilisant un 
modèle surexprimant Alk1 chez des EC rétiniennes capillaires a démontré un effet favorisant un 
remodelage stable des néovaisseaux tout en inhibant l’angiogenèse (Li et al., 2008). À l’inverse, 
l’inhibition avec des RNA interférents sur ces mêmes cellules a réduit l’expression des jonction 
étanches occludine (Li et al., 2008).  
 
1.8.1.1 Effet vasculaire de l’activation de voie TGF-β/Alk1  
Bien que plusieurs publications mettent en évidence la signalisation Alk1 et son rôle important 
dans la maturation, la quiescence et la stabilité vasculaire,  le rôle exact qu’occupe Alk1 dans 
l’angiogenèse demeure partiellement incompris. En effet, plusieurs études publiées présentent des 
effets qui sont à première vue contradictoire, suggérant que Alk1 peut avoir une activité 
angiogénique dépendant du contexte (Tillet et al., 2014; David et al., 2008; Suzuki et al., 2010). 
Certaines études on en effet démontrées des effet favorisant la prolifération et la migration des CE 
(Goumans et al., 2002)  ou l’inverse proposant un effet inhibiteur de la prolifération et la migration 
en favorisant la phase de maturation (Lamouille et al., 2002). L’effet pro ou antiangiogénique 
d’Alk1 peut varier selon plusieurs facteurs incluant les types cellulaires, les l’affinités et 
concentrations locales de ces ligands, l’expression relative spatio-temporelle des différents 
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récepteurs à la surface cellulaire et des conditions pathophysiologiques qui peuvent affecter la 
balance du processus angiogénique.  
 
Une importante composante de cette complexité est l’interdépendance fonctionnelle entre la 
signalisation Alk1 et celle d’Alk5 sur l’activation ou la quiescence des CE. En effet plusieurs 
publications ont suggéré une opposition des réponses cellulaires modulées par les signalisations 
Alk1 et Alk5 (Holderfield et al., 2008). Le TGFb ayant une grande affinité pour Alk5, peut lier et 
activer Alk1 avec une plus faible affinité. Il a ainsi été démontré que l’activation de la voie 
canonique TGFb/Alk5 pouvait réduire les niveaux de VEGFR2, augmenter le VEGFR1 et la 
prolifération et le recouvrement périvasculaire, favorisant la quiescence endothéliale. 
Inversement, l’effet d’activation d’Alk1 par le TGFb augmente la prolifération des CE et de ce 
fait favorise le processus angiogénique  (Goumans et al., 2002; Jarad et al., 2017; Oh et al., 2000). 
Cependant lorsque les deux ligands TGFb ou BMP9 sont présent, comme l’affinité de la BMP9 
pour Alk1 est beaucoup plus élevée que le TGFb, la signalisation stabilisatrice BMP9/Alk1 serait 
favorisée (Cunha et al., 2017; Cunha et al., 2011). De plus, dépendant de la disponibilité et 
l’expression des récepteurs spécifiques à chacun des ligands sur les cellules endothéliale (BMPR2, 
ACTR2B ou TBR2) pourrait favoriser une action pro-ou antiangiogéniquen (Kumar et al., 2014). 
Les récepteurs accesoires de type III pourraient aussi affecter la balance angiogénique de 
l’interaction entre Alk1 et Alk5. De plus, il est important de mentionner que Alk5 est 
principalement exprimé dans les cellules périvasculaire tandis qu’Alk1 serait préférentiellement 
exprimé dans les CE. Cette spécificité élève l’effet sur la fonction angiogénique au niveau de 
l’intercommunication intercellulaire entre les cellules péricytaires et les EC, qui est vitale dans la 
régulation de l’angiogenèse (Simionescu et al., 2017; Sweeney et al., 2018). 
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1.8.2 Potentiel thérapeutique de la voie BMP9/Alk1 
L’activation BMP9/Alk1/Smad1,5,9 pourrait potentiellement prévenir plusieurs altérations 
fonctionnelle de l’endothélium hyperglycémique telles que la perturbation du flux sanguin, la 
leukostasie,  l’angiogenèse l’apoptose des CE et l’hyperperméabilité (Corti et al., 2011) (Kim, 
C. W. et al., 2013) (Larrivee et al., 2012) (Alastalo et al., 2011) (Long L 2015). Cette activation 
contribuerait aussi à préserver l’intégrité vasculaire par la maintenance du couplage endothélial 
et péricytaire (Tachida et al., 2017). Dans un contexte pathophysiologique, l’agent FK506, qui 
est un puissant activateur de la voie ALK1/BMPRII/Smad1,5,9 et induit le gène reporteur Id1, 
a montré récemment qu’à de faibles doses il pouvait renverser l’HTAP. (Spiekerkoetter et al., 
2013). Cependant très peu de publications sur la voie BMP9/Alk1 ont été rapportées quant à la 
perméabilité de l’endothélium.  
 
Des études récentes ont démontré l’importance de la BMP9 dans des syndromes métaboliques et 
le remodelage vasculaire rétinien. Récemment, il a été démontré que les niveaux de BMP9 
circulantes étaient significativement diminués chez les patients récemment diagnostiqués du 
diabète et chez les prédiabétiques résistant à l’insuline par rapport aux sujets sains (Luo et al., 
2017; Xu et al., 2017). Expérimentalement, les souris BMP9 KO ne démontrent pas de phénotypes 
aberrants vasculaires (Ricard et al., 2012). Les conséquences vasculaires d’une déficience 
pathologique de la BMP9 circulante chez les souris nouveau-nées par des anticorps spécifiques 
ou des trappes à ligands BMP9 (partie soluble extracellulaire du récepteur Alk1) augmente la 
densité des vaisseaux rétiniens et la néovascularisation rétiniennes (Larrivee et al., 2012; Ricard 
et al., 2012). La mise en circulation de ces trappes à ligands chez des souris BMP9 KO, perturbe 
la vascularisation rétinienne, pointant vers un rôle compensatoire de la BMP10 chez les BMP9 
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KO.  À l’inverse, l’activation de la voie BMP9/Alk1 dans les vaisseaux rétiniens a montré une 
inhibition de l’angiogenèse induite par l’hypoxie rétinienne dans un modèles de souris de 
dégénérescence maculaire lié à l’âge (DMLA) (Ntumba et al., 2016). 
 
Des études intéressantes sur des cerveaux murins ont montré que la délétion des composantes en 
aval des récepteurs, impliquant le co-facteur Smad4 nécessaire à la translocation des Smad1,5,9 
aux noyaux, menait à une perturbation de l’interaction entre les cellules péricytaires et 
l’endothélium, une dégradation de la barrière hémato-encéphalique (BHE) via les cadhérines 
ayant pour conséquences des dilatations vasculaires, la présence fréquente d’hémorragies et 
d’anévrismes intracrâniens (Li et al., 2011).  
 
1.8.3 Signalisation BMP9/Alk1 non canonique   
Outre la voie canonique, il existe plusieurs voies non canoniques qui peuvent être induites par les 
BMP, incluant MAPK, NF-kB, Wnt et Rho-GTPase et la modulation des microRNA (Herrera et 
al., 2014; Rui, 2014; Tikhanovich et al., 2013).  L’ensemble des voies peuvent être activées de 
manière simultanées ou séquentielles, leur permettant ainsi d’induire une variété de réponses 
biologiques distinctes. 
 
1.8.3.1 Communication de la voie Alk1 avec la voie de quiescence Notch 
La signalisation Alk1/BMP9 peut induire la voie non canonique Notch et l’expression des gènes 
tels Hey1-2, Jagged1, Hes1, qui sont impliqués dans l’inhibition de l’angiogenèse. Un des 
mécanismes bien connus est l’activation des CE d’extrémités (tip cells) par le VEGF-A/VEGFR2 
qui mène à l’activation du phénotype de quiescence dans les cellules adjacentes via l’activation 
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de la voie  Dll4/Notch (Jakobsson et al., 2010; Ricard, 2013). Lors de la phase d’activation du 
bourgeonnement impliquant des réorganisations jonctionnelles, les cellules tiges prolifèrent et 
forment le corps du bourgeon guidé par une cellule d’extrémité en réponse au VEGF-A.  
Normalement activés par la voie Notch, Hey1 et Hey2 sont des gènes qui répriment la formation 
des cellules d’extrémités en inhibant la signalisation par VEGF via le VEGFR1, favorisant ainsi 
le phénotype cellulaire quiescent « Stalk cells » dans les cellules adjacentes (Levet, 2013; Ricard, 
2013). Une étude a récemment démontré que la voie BMP9/ALK1/Smad1,5,9 communiquait avec 
la voie Notch et ainsi favorisait le phénotype quiescent endothélial par la transcription de gènes 
tels Hey1 et Hey2 (Larrivee et al., 2012) ce qui renforce la position de l’inhibition du processus 
angiogénique de cette voie et son intérêt surtout dans les cas où l’angiogenèse est activée dans la 
RD. Cette intercommunication des voies BMP9/Alk1 et Dll4/Notch sont ainsi interdépendantes 
pour optimiser la quiescence de l’endothélium (Rostama et al., 2015), et maintenir un endothélium 
stable. Il est intéressant de noter que l’utilisation des trappes à ligands inhibant la BMP9 et la 
BMP10 montre des similarités vasculaires avec celles observées lors d’une invalidation des 
composantes de la signalisation Notch (Hellström et al., 2007; Lobov et al., 2007; Suchting et al., 
2007). 
 
1.8. 3.2 Intercommunication avec la voie PI3K/AKT dans le foie 
La régulation du glucose requiert l’activation de la voie PI3K/AKT par l’insuline qui est 
sévèrement inhibée lors d’une résistance à l’insuline ou une déficience d’insuline (Leblanc, 2013; 
Rask-Madsen, Christian et al., 2013). Cette voie anabolique non spécifique est responsable de 
l’inhibition du catabolisme glucidique (gluconéogenèse et la glycogénolyse) et stimule 
l’absorption du glucose par les tissus périphériques. Les membres de la famille BMP peuvent 
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activer la voie non canonique PI3K/AKT et ont été de plus associés à plusieurs désordres 
métaboliques incluant l’obésité et le diabète (Kim et al., 2011).  
 
L’existence d’un facteur hépatique humoral régulant l’homéostasie du glucose avait été avancée 
en 1999 (Caperuto et al., 2008; Lautt, 1999, 2007). En parallèle, la BMP9 avait été découverte 
dans le foie de souris en 1990 (Celeste et al., 1990; Wozney et al., 1990). L’identité de cette 
substance hépatique sensibilisatrice à l’insuline reste à démontrer, bien qu’une étude pionnière 
multidisciplinaire ait identifié la BMP9 comme étant potentiellement la première substance 
hépatique régulatrice du glucose parmi 8000 protéines sécrétées, (Chen et al., 2003). Sécrétée en 
haute concentration, la BMP9 est exprimée dans le foie par les hépatocytes, les cellules de 
Kupffer, les cellules stellaires et les cellules épithéliales biliaires hépatiques (Bidart et al., 2012; 
Miller et al., 2000). Bien que les mécanismes impliqués demeurent à être élucidé, il à été démontré 
que la sécrétion de la BMP9 serait contrôlée par le glucose et l’insuline (Caperuto et al., 2008). 
En effet, il à été démontré que l’expression hépatique de la BMP9 était régulée négativement à 
jeun sur des modèles murins de résistance à l’insuline (i.e. dextamétasone)(Caperuto et al., 2008). 
Des études plus récentes sur des foies de patients diabétiques ont aussi montrées une régulation 
négative de la transcription et l’expression de la protéine BMP9 (Yang et al., 2019). Les récepteurs 
Alk1, Alk2, Alk3 ont aussi été identifiés sur les cellules hépatiques (Bi et al., 2014; Mayeur et al., 
2014; Miller et al., 2000; Song et al., 1995; Tobin et al., 2006). Des études ont aussi démontré que 
les cellules hépatiques primaires et HepG2 répondent fortement au signal BMP9 à des 
concentrations de 5 ng/mL de BMP9 en induisant l’expression du gène reporteur Id1 (Herrera et 
al., 2014). D’autres recherches ont subséquemment révélé que des doses croissantes de BMP9 
(0,1 à 10 ng/mL) induisaient une réponse fonctionnelle dans les cellules hépatiques murines et 
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humaines (Leblanc, 2013; Song et al., 1995).  Ces réponses ont mis de l’avant un rôle de la BMP9 
dans la signalisation par voies paracrines et autocrines dans le foie. (Miller et al., 2000).  
 
1.8.3.2.2 La BMP9 dans l’homéostasie du glucose 
La BMP9 dans l’absorption du glucose périphérique 
Dans un contexte diabétique, dans des études fonctionnelles par des test de tolérances au glucose, 
permettant d’évaluer principalement l’élimination du glucose sanguin, il à été démontré chez des 
modèles murins à jeun que les traitements BMP9 amélioraient la tolérance au glucose (Chen et 
al., 2003). Cela était accompagné d’une augmentation significative des niveaux d’insuline. À 
l’inverse, une publication a montré que la neutralisation de la BMP9 par des anti-BMP9 
provoquait une résistance à l’insuline et une intolérance au glucose (Caperuto et al., 2008). 
Expliquant en partie cette effet, il a été démontré que l’administration de la BMP9 augmentait 
l’absorption du glucose dans les cellules musculaire L6 par l’expression et la phosphorylation 
d’AKT in vivo et in vitro (Anhe et al., 2010; Chen et al., 2003; Kim et al., 2011; Tobin et al., 
2006).  Cette activation d’AKT favoriserait la glycogenèse des cellules musculaires (Chen et al., 
2003) et serait potentiellement médiée par Smad5 (Anhe et al., 2010). Selon cette dernière étude, 
l’invalidation de Smad5 à su réduire la phosphosrylation de la sérine 473 d’AKT et l’absorption 
du glucose dans les cellules musculaires L6. Cependant, ils n’ont pas détecté des niveaux 
d’ARNm Alk1, mais plutôt la surexpression d’Alk3 et Alk6 dans ces cellules. Cette observation 
est aussi en lien avec une étude ultérieure sur des cellules NIH-3T3 surexprimant Alk3, mais qui 
exprime peu Alk1, qui avait montré une légère augmentation de l’activité de la voie 
BMP9/Smad1,5,9 avec une concentration de 0,5 ng/mL (David L 2007; Anhe et al., 2010).  
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La BMP9 dans la régulation du métabolisme hépatique 
De plus, l’étude in vivo de l’équipe de Chen a démontré aussi que la BMP9 activait le métabolisme 
lipidique et inhibait la gluconéogenèse hépatique (Chen et al., 2003). Dans cette étude sur des 
souris normales ou diabétiques (db/db) non à jeun, une seule injection sous-cutanée de BMP9 a 
montré une amélioration du contrôle glycémique et une diminution du glucose sanguin à des 
niveaux physiologiques ayant des effets allant jusqu’à plus de 48h heures après le traitement, bien 
que ces effets débutent suivant ~4 heures de traitements. Chez les souris normales traitées avec la 
BMP9 relativement aux souris non-traitées, il a été observé que leur glycémie à été diminuée 
substantiellement entre 24 et 48 heures (~64% et 80%), retournant à la normale après 72 heures. 
Chez les souris diabétiques traitées avec la BMP9, la réduction des niveaux glycémiques étaient 
maximales après 30 heures (~45%) avec un effet hypoglycémiant perdurant jusqu’à 52 heures.   
In vitro, cet effet a été en partie expliqué par une diminution de l’activation de la PEPCK des 
cellules hépatiques de rat (H4IIe), inhibant la gluconéogenèse (Chen et al., 2003). Bien 
qu’effectuées sur des CE, des études ont en effet démontré que l’activation de la voie BMP9 
réprime aussi l’expression du gène FBPase dans l’endothélium (Ota et al., 2002). Cependant, les 
mécanismes de cette régulation glycémique hépatique par la BMP9 via AKT demeurent à être 
élucidés.  
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1.9 Hypothèses et objectifs de la recherche 
 
Selon les données empiriques discutées précédemment, l’activation de la voie BMP9/Alk1 serait 
une alternative thérapeutique intéressante aux anti-VEGF dans le traitement et la prévention de  
l’OMD. Le raisonnement est basé sur plusieurs points. Par rapport aux anti-VEGF, dont la voie 
VEGFR2 affectée est presque ubiquitaire dans les cellules rétiniennes et d’importance dans leur 
survie, la voie BMP9/Alk1 a l’avantage de cibler préférentiellement l’endothélium rétinien, 
évitant les dommages collatéraux. De plus, l’activation de la voie BMP9/Alk1 surexprime des 
facteurs protecteurs et réprime l’expression de plusieurs facteurs/récepteurs pouvant être induits 
en conditions hyperglycémiques incluant le VEGF/VEGFR2, qui sont impliqués dans la 
pathophysiologie de l’OMD. Fonctionnellement l’activation d’Alk1 a démontré pouvoir contrer 
plusieurs altérations fonctionnelles connues pour être activées dans le diabète incluant 
l’hyperméabilité. À l’inverse, les déficiences de la signalisation BMP9/Alk1 chez l’humain et les 
modèles animaux rappellent les altérations fonctionnelles vasculaires rencontrées dans la 
pathophysiologie de la RD et l’OMD, incluant l’hyperperméabilité. D’ailleurs comme pour 
plusieurs autres facteurs protecteurs, nous spéculons que cette voie protectrice vasculaire pourrait 
être inhibée en hyperglycémie ce qui augmenterait la susceptibilité aux complications vasculaires 
et que son activation pourrait empêcher les dysfonctions vasculaires diabétiques. Ceci est supporté 
par deux études récentes indépendantes qui ont démontré que cette voie serait potentiellement 
inhibée par les niveaux circulants de BMP9, qui sont sévèrement réduits chez les patients 
diabétiques (Luo et al., 2017), ce qui pourrait mener à des dysfonctions vasculaires dues à une 
activation inadéquate de Alk1 (Huang et al., 2018). De plus, la BMP9 pourrait réguler la 
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production du glucose hépatique. Le ciblage de la voie BMP9/Alk1 assurerait des effets i) au 
niveau local (vasculaire) agissant directement pour préserver l’intégrité et la stabilité de 
l’endothélium de la iBHR ii) et/ou systémique sur la régulation de l’hyperglycémie et limiterait 
l’activation des voies biochimiques dégradant la BHR. L’activité de la BMP9 permettrait ainsi de 
protéger contre l’hyperperméabilité vasculaire rétinienne diabétique.     
Ainsi, connaissant le rôle de la voie BMP9 dans la quiescence vasculaire et l’homéostasie du 
glucose nous postulons que : 
i. La voie BMP9/Alk1 serait inhibée en hyperglycémie, ce qui favoriserait la perte de 
l’intégrité vasculaire menant à l’hyperperméabilité de l’endothélium rétinien   
ii. L’activation de cette voie préviendrait l’hyperperméabilité de l’endothélium rétinien par 
la préservation et la stabilisation des jonctions interendothéliales  
iii. La BMP9 régulerait la gluconéogenèse hépatique dans le diabète par l’inhibition de la 
voie non canonique AKT/FOXO1  
Pour vérifier cette hypothèse nous avons déterminé les objectifs suivants :  
 
1- Déterminer si la voie de signalisation BMP9/ALK1/Smad1,5,8 canonique est inhibée dans 
l’endothélium hyperglycémique   
2- Déterminer si l’activation de la voie BMP9/Alk1 stabilise les jonctions interendothéliales et 
prévient l’hyperperméabilité rétinienne induite par le VEGF   
3- Évaluer l’effet de la BMP9 sur la régulation du glucose hépatique 
4- Déterminer les mécanismes de l’effet hypoglycémiant de la signalisation BMP9/AKT dans 
l’activation de FOXO1 et l’inhibition des enzymes gluconéogéniques.  
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1.9.1 Premier article 
 
Akla N, Viallard C, Popovic N, Lora Gil C, Sapieha M, Larrivée B, (2018) BMP9 
(Bone Morphogenetic Protein -9)/Alk1 (Activin-Like Kinase Receptor Type 
I) Signaling Prevents Hyperglycemia -Induced Vascular Permeability . 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 38:1821-183.  
 
Connaissant l’importance de la voie BMP9/Alk1 dans la stabilité vasculaire, nous avons suggéré 
que la perte de fonction de cette voie en hyperglycémie pourrait être un facteur contribuant à 
l’hyperperméabilité de l’endothélium rétinien associé aux complications diabétiques. Nous 
postulons que l’activation de la voie BMP9/Alk1 favoriserait le maintien de l’intégrité 
jonctionnelle interendothéliale de la iBHR et pourrait prévenir l’hyperperméabilité vasculaire 
rétinienne rencontrée dans l’OMD. Notre premier objectif était de vérifier l’effet d’une perte de 
fonction d’Alk1 sur cette perméabilité dans un modèle de souris diabétiques STZ et le modèle 
d’invalidation conditionnel Cre-Lox. L’étude de l’activation d’Alk1 par les vecteurs 
adénoviraux surexprimant la BMP9 (Ad-BMP9) a été réalisée pour attester son effet endocrinien 
sur la perméabilité de l’endothélium rétinien hyperglycémique. Les mécanismes moléculaires 
vasoprotecteurs de l’activation de la voie BMP9/Alk1 ont été évalués sur des CE mis en culture 
en conditions hyperglycémiques ou exposées au VEGF.     
 
 
 
 
81 
 
1.9.2 Deuxième article 
 
Akla N, Sapieha P, Larrivée B, (2019) BMP9 (Bone Morphogenetic Protein -9) 
non-canonical signaling AKT/FOXO1 inhibits hepatic gluconeogenesis via 
Alk3. Submitted to Molecular and Metabolism Journal 
 
La production excessive du glucose hépatique durant le diabète est un facteur important 
contribuant aux complications diabétiques vasculaires. Connaissant le rôle potentiel de la BMP9 
dans le contrôle glycémique, l’hypothèse de cette recherche est d’élucider si la BMP9 produite 
par le foie a des effets proximaux sur la gluconéogenèse hépatique. Notre objectif était d’étudier 
d’abord chez des souris non-diabétiques à jeun si la surexpression de la BMP9 hépatique par 
des vecteur adénoviraux (Ad-BMP9) pouvait réguler les niveaux de glucose sanguin. Dans un 
deuxième temps, savoir si cette régulation s’effectuait mécaniquement par une inhibition de la 
libération du glucose hépatique via la régulation d’enzymes gluconéogéniques médiée par la 
voie AKT/FOXO1. Par la suite nous avons testé ce même modèle d’inhibition de la 
gluconéogenèse hépatique sur le modèle STZ de souris diabétiques pour attester le contrôle 
glycémique à long terme. En parallèle, les taux des différents métabolites et hormones 
principaux ont été considérés pour dresser un schéma plus global de l’effet de la BMP9 sur le 
métabolisme du glucose.           
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2.1 Abstract 
 
 
Objectives: Diabetic macular edema (DME) is a major cause of visual impairment in diabetic 
retinopathy. It is caused by blood-retinal barrier breakdown that leads to vascular 
hyperpermeability. Current therapeutic approaches consist of retinal photocoagulation or 
targeting Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) to limit vascular leakage. However, long-
term intravitreal use of anti-VEGFs are associated with potential safety issue, and the 
identification of alternative regulators of vascular permeability may provide safer therapeutic 
options. The vascular specific Bone Morphogenetic Protein (BMP) receptor Activin-like kinase 
receptor type I (ALK1) and its circulating ligand BMP9 have been shown to be potent vascular 
quiescence factors, but their role in the context of microvascular permeability associated with 
hyperglycemia has not been evaluated.  
Approach and results: We investigated Alk1 signaling in hyperglycemic endothelial cells, and 
assessed whether BMP9/Alk1 signaling could modulate vascular permeability. We show that 
high glucose concentrations impair Alk1 signaling, both in cultured endothelial cells and in a 
Streptozotocin (STZ) model of mouse diabetes. We observed that Alk1 signaling participates in 
the maintenance of vascular barrier function, as Alk1 haploinsufficiency worsens the vascular 
leakage observed in diabetic mice. Conversely, sustained delivery of BMP9 by adenoviral 
vectors significantly decreased the loss of retinal barrier function in diabetic mice. 
Mechanistically, we demonstrate that Alk1 signaling prevents VEGF-induced phosphorylation 
of VE-cadherin and induces the expression of Occludin, thus strengthening vascular barrier 
functions.  
Conclusions: From these data, we suggest that by preventing retinal vascular permeability, 
BMP9 could serve as a novel therapeutic agent for DME. 
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2.2 Introduction 
 
 
Diabetic patients frequently suffer from ischemic vascular disease or wound healing defects. It 
has been established that chronic hyperglycemia associated with diabetes causes endothelial cell 
dysfunction, glycosylation of extracellular matrix proteins, as well as vascular denervation 
(Kolluru, Bir, & Kevil, 2012; Williams & Pickup, 2004). These adverse effects ultimately 
impair vascular function and significantly increase the risks of complications such as renal 
failure, amputations, strokes, cardiopathies and blindness (Cade, 2008; Chawla, Chawla, & 
Jaggi, 2016). A frequent microvascular complication induced by diabetes is retinopathy, of 
which diabetic macular edema  (DME) is a major consequence (Duh, Sun, & Stitt, 2017), and 
is the leading cause of blindness in the diabetic population (R. Lee, Wong, & Sabanayagam, 
2015). It has been reported that 27% of type 1 diabetic patients go on to develop macular edema 
within 9 years after the onset of diabetes, while in type 2 diabetic patients, the prevalence ranges 
from 3% within 5 years of diagnosis to 28% after 20 years (Romero-Aroca, 2011). 
DME is a complex disease of multifactorial origin and is the consequence of destabilization of 
the blood-retinal barrier (BRB) (Romero-Aroca, 2010). BRB breakdown is typically caused by 
pericyte and endothelial cell loss and changes in vascular tight junctions, leading to vascular 
hyperpermeability (Romero-Aroca, 2011; Shin, Sorenson, & Sheibani, 2014). The disruption of 
the BRB leads to the accumulation of fluid into the retina, resulting in tissue damage and, 
eventually, to vision loss (Romero-Aroca et al., 2016). The pathogenesis of DME is thought to 
occur as a consequence of chronic hyperglycemia, along with the accumulation of free radicals, 
AGE proteins, and the subsequent induction of VEGF (Miller et al., 1994), leading to increased 
vascular permeability (Romero-Aroca, 2011; Romero-Aroca et al., 2016). Mechanistically, 
increased vascular permeability occurs as a consequence of disrupted cell-cell junctions in the 
endothelium and loss of junctional proteins such as occludin (Antonetti, Lieth, Barber, & 
Gardner, 1999; Klaassen, Van Noorden, & Schlingemann, 2013; Meng & Takeichi, 2009; X. 
Zhang, Zeng, Bao, Wang, & Gillies, 2014). Furthermore, increased VEGF signaling (Hammes, 
Lin, Bretzel, Brownlee, & Breier, 1998) can promote the activation of Src through the 
phosphorylation of VEGFR2, which leads to the phosphorylation and internalization of VE-
cadherin and the loss of vascular adherens junctions (Dejana, Tournier-Lasserve, & Weinstein, 
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2009; Giannotta, Trani, & Dejana, 2013; Klaassen et al., 2013; Mehta & Malik, 2006; Sukriti, 
Tauseef, Yazbeck, & Mehta, 2014). Clinical trials and recent approval of anti-VEGFs for the 
treatment of diabetic retinopathy and DME have shown the benefits of VEGF inhibition for the 
prevention of vascular leakage and have demonstrated beneficial effects on visual acuity and 
retinal thickness (Blinder et al., 2017; Boyer, Hopkins, Sorof, & Ehrlich, 2013; L. A. Kim & 
D'Amore, 2012; Singer, Kermany, Waters, Jansen, & Tyler, 2016; Willmann et al., 2017). 
However, despite encouraging results, intravitreal injection of anti-VEGF agents may be 
associated with systemic adverse events and devastating ocular complications (Falavarjani & 
Nguyen, 2013). Thus, there is a need to identify alternative signaling pathways to prevent 
vascular leakage in DME. 
Among the causative factors involved in the progression of cardiovascular damage in diabetes 
is pericyte loss, increased capillary permeability, new vessel formation, endothelial cell death 
and capillary occlusion (Rask-Madsen & King, 2013). These features of the pathological 
diabetic endothelium are characteristic of immature, poorly-remodeled blood vessels. In this 
regard, the endothelial-specific receptor Alk1 has been shown to be a critical inducer of blood 
vessel remodeling and maturation during vascular development (Niessen, Zhang, Ridgway, 
Chen, & Yan, 2010; Seki, Yun, & Oh, 2003; Urness, Sorensen, & Li, 2000). Alk1 is a TGF-
beta/Bone Morphogenetic Protein receptor expressed in endothelial cells (Roman & Hinck, 
2017). Following ligand binding, the activated receptor propagates the signal by 
phosphorylating members of the Smad family of transcription factors (Y. G. Chen & Massague, 
1999; Roman & Hinck, 2017). Non-Smad signaling pathways have also been described for 
BMPs (M. Kim & Choe, 2011; Lamplot et al., 2013; Larrivee et al., 2012). Recently published 
studies suggest that BMP9, which is produced by the liver and circulates in the bloodstream 
(Bidart et al., 2012), binds with high affinity to Alk1 in association with type II BMP receptors, 
including BMP receptor 2 (BMPR2) and Activin Receptor 2B (ActRIIB) (Brown et al., 2005; 
L. David, Feige, & Bailly, 2009; Laurent David et al., 2008; L. David, Mallet, Mazerbourg, 
Feige, & Bailly, 2007; Townson et al., 2012). Mice lacking Alk1 die early during embryonic 
development (E11) due to a severe lack of vascular remodeling (Urness et al., 2000). The vessels 
in these mice are characterized by enlarged lumen, inadequate pericyte coverage, increased 
proliferation which leads to blood vessel rupture and hemorrhages (Kloc, Kubiak, Li, & 
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Ghobrial, 2015; Oh et al., 2000; Park et al., 2008; Park et al., 2009). In addition, we have 
previously shown that triggering Alk1 signaling in endothelial cells using its ligand BMP9 
prevents VEGF-induced signaling and promotes mature, stable vessels (Larrivee et al., 2012). 
Hence, the phenotype associated with Alk1 deficiency is reminiscent of the vascular pathology 
observed in diabetic retinopathy. We therefore hypothesize that promoting Alk1 signaling in 
endothelial cells subjected to chronic hyperglycemic stress may prevent vascular damage and 
loss of junctional integrity leading to permeability.  
Here, we examined the protective role of BMP9 on hyperglycemia-induced vascular 
permeability in STZ-treated diabetic mice and human endothelial cells. The effect of BMP9 in 
VEGF-independent and dependent microvascular permeability through key subcellular 
mechanisms and adherens and tight junction integrity in endothelial cells were evaluated. We 
demonstrated that BMP9/Alk1 signaling is impaired in endothelial cells exposed to 
hyperglycemic conditions, which can contribute to increased vascular permeability. Exogenous 
BMP9 was able to prevent vascular permeability in both endothelial cells subjected to 
hyperglycemia and STZ-treated diabetic mice. Mechanistically, we showed that BMP9/Alk1 
signaling induced the expression of occludin and prevented VEGF-induced VE-cadherin 
phosphorylation and stabilized adherens junctions.  
 
 
2.3 Materials and methods 
 
 
The authors declare that all supporting data are available within the article and its online supplementary 
files. 
 
Cell culture  
 
Human Umbilical Endothelial Cells (HUVECs) were obtained from PromoCell and Human Retinal 
Microvascular Endothelial Cells (HRMECs) were obtained from Cell Systems and cultured in 
endothelial growth medium ECGM-2 (Lonza) and kept at 37°C and 5% CO2. For most experiments, 
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cells were seeded in 6 well plates or 8 wells Millicell EZ Slide (Millipore) and grown to confluence 
before starvation overnight in EBM-2 minimal media (Lonza) supplemented with 0.5% FBS while 
exposed to D-glucose (5 mM, 11 mM or 25 mM) with or without BMP9 treatment for 18 hrs. As EBM-
2 already contains 5 mM of D-Glucose, differential addition of glucose was added to media to obtain 
final concentrations.  
 
Animals 
 
C57BL/6J mice (Jackson Laboratories) were maintained in the animal research facility in Maisonneuve-
Rosemont Hospital. All protocols were approved by the Animal Research Ethic committee of the 
research center. Tamoxifen-inducible Cdh5-CreErt2 and acvrl1 floxed mice were kindly provided by 
Ralf Adams and S. Paul Oh respectively. Cdh5-CreErt2 mice were crossed with acvrl1 floxed mice and 
gene deletion was induced by injection of 100 mg/kg tamoxifen dissolved in corn oil for five consecutive 
days to produce Alk1ΔEC mice. Cdh5-CreErt2 mice lacking the Alk1 floxed allele injected with 
tamoxifen were used as control. To avoid variability, only males were used for all experiments, as they 
are more susceptible to STZ-induced diabetes (Bell, Khurana, Ryan, & Finegood, 1994). 
 
Antibodies and reagents  
 
The following primary antibodies were used: ALK1; (human AF370; or mouse AF770; 0.4 µg/mL), Eng 
(AF1320; 0.2 µg/mL) were obtained from R&D Systems. pSmad1,5,9 (cs9511; 10 µM), Smad1 (cs6944; 
10 µM), pVEGFR2-Y951 (cs4991; 10 µM), VEGFR2 (cs55B11 or cs9698; 10 µM), pSrc (cs6943; 10 
µM), Src (cs2108; 10 µM), peNOS (cs9570; 10 µM), pβ-catenin/Ser 675 (cs4176; 10 µM) and eNOS 
(cs32027; 10 µM) were acquired from Cell Signaling Technology.  Anti-BMPR2 (ab96826; 0.5 µg/mL), 
ActR2B (ab135635; 0.7 µg/mL), pVE-Cadherin (ab119785; 1 µg/mL), Desmin (ab32362; 1.5 µg/mL) 
were obtained from Abcam. Antibodies against Occludin (40-4700; WB-0,25 µg/mL; IHC-0,8 µg/mL; 
Thermo Scientific) and VE-Cadherin (sc9989; 0,2 µg/mL) were used for WB while anti-VE-Cadherin 
(sc6458; 1µg/mL) was used for immunohistochemistry (Santa Cruz). Anti-β-actin (sc47778; 0,1 µg/mL) 
and β-catenin (sc7963; 0,2 µg/mL) were acquired from Santa Cruz. Claudin-5 (352588; 0,5 µg/mL) was 
purchased from Invitrogen. Recombinant human proteins rhBMP9 and rhVEGF-165 were obtained from 
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R&D systems. Validated pre-designed siRNA against occludin (AM16708; AMBION), acvrl1 
(s102659972) or scrambled control (QIAGEN) were used for permeability and signaling assays.  
 
Streptozotocin (STZ) induced diabetes  
 
Six to eight-week old C57BL/6J, Cdh5-Cre or Alk1ΔEC male mice were individually marked, weighed 
and their baseline blood glucose levels determined prior to STZ injection. Mice received daily 
intraperitoneal (IP) injections of 45 mg/Kg body weight STZ (Sigma-S0130) dissolved in sterile sodium 
citrate dehydrate buffer, pH 4.5 for 5 consecutive days (modified from(K. K. Wu & Huan, 2008; Xu, 
Qaum, & Adamis, 2001)). For non-diabetic controls, mice received citrate buffer injections. Tail blood 
glucose was monitored (AlphaTrak 2) every week for up to 8 weeks after the final STZ injection. Mice 
were considered diabetic if their non-fasted blood glucose levels reached 17 mM (300 mg/dL) (Cerani 
et al., 2013).   
 
Adenovirally-delivered BMP9 system (Ad-BMP9)  
 
Adenoviral constructs were produced and purified as previously described(Larrivee et al., 2012). Mice 
groups with stable hyperglycemia were randomly assigned to receive i.p. injections of 5 X 108 pfu of 
Ad-BMP9 or empty vehicle adenovirus (CTL) once every 4 weeks.   
 
Flow cytometry analysis of cell surface expression/receptor internalization 
 
HUVECs cultured in the presence of 5, 11 or 25 mM D-glucose for 18 hours were stimulated with or 
without 5 ng/ml BMP9 for 30 minutes. Receptor internalization was halted by shifting the cells to ice 
followed by two washes in ice-cold PBS. Noninternalized ligand was stripped from the cell surface using 
freshly prepared, ice-cold acid stripping buffer (DMEM/0.2% BSA, pH 3.5 adjusted with HCl), followed 
by PBS washes. Cells were then incubated in the presence of Alk1 (AF370; R&D systems; 1 µg/ml) or 
goat isotype control for 1 hour in FACS buffer (PBS/2% FBS). After washing the cells three times with 
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ice-cold PBS, the cells were incubated in cold FACS buffer containing 1 μg/mL of anti goat Alexa488-
conjugated secondary antibody for 1 h on ice. After washes, cells were analysed using a Fortessa (BD 
Biosciences) and analyzed with FlowJo (TreeStar, Ashland, OR). The mean fluorescence intensity (MFI) 
of the cells for each data set was compared to negative control plates stained with an isotype antibody 
and the secondary antibody. 
 
In vivo Miles assay for vessel permeability 
 
Mice were injected intravenously with Evans Blue Dye (Sigma) (45µg/g of mice weight) and 2 hours 
later were perfused with 9 mL of PBS.  Immediately after, eyes were enucleated and fixed in 4% 
paraformaldehyde and retinas were microsurgically removed and placed in formamide for 24 hrs at 65 
0C for Evans Blue extraction. Retinas were then dried and weighed on cotton wool paper. Absorbance 
maximum at 620 nm was read with a spectrophotometer (TECAN 1000). A background minimum 
absorbance at 740 nm was subtracted. The concentration of dye in the extracts was calculated from a 
standard curve of Evans blue in formamide. Retinal vascular permeability was normalized taking into 
consideration circulating Evans Blue plasma concentration, retinal dry weight and time of Evans Blue 
circulation, and calculated using a previously described equation(Cerani et al., 2013; Xu et al., 2001).  
To evaluate the functional mechanism by which BMP9 affects vascular leakage, a modified Miles assay 
on skin was performed(Radu & Chernoff, 2013). Briefly, shaved mice injected three days prior with 
adenoviral particles were injected intravenously with 150 µL of Evans Blue in PBS (10 mg/mL) for 30 
min, followed by subcutaneous injections of 50 µL VEGF (1 ng/µL) or PBS(Lim et al., 2014). After 45 
min, mice were sacrificed and equal dimension of skin regions sites were excised and placed in 
formamide for 48 hrs at 65 0C for Evans Blue extraction, followed by absorbance measurements with a 
microplate reader at 620 nm.  
  
In vitro EC monolayer permeability assay 
 
In vitro Evans Blue permeation assays were performed as previously described(Friedl et al., 2002). 
HUVECs were seeded (1,5 mL; 2 X 105 Cells) on the upper chamber of a fibronectin-coated transwell 
insert (0.4 µm pore size; costar 6 Transwell permeable support (Corning)) and 3 mL of EGM2 media 
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was placed in the lower chamber. Cells were grown until full confluency was reached and were exposed 
to hyperglycemia or normoglycemia and treated with BMP9 as described above. After 18 hrs, Evans 
Blue bound to albumin (2 mg of Evans Blue/100 mL of EBM2 supplemented with 0.5% FBS-0.1% BSA) 
was added for 90 min in the upper chamber. The same media without Evans Blue was added to the lower 
chamber. To determine Evans Blue/Albumin extravasation across the EC layer, 1 mL samples were then 
removed from each side of chamber, vortexed and the Evans Blue concentration in the upper and lower 
chambers were measured at 620 nm for quantitative analysis, which was determined by calculating the 
Evans Blue ratio in the lower/upper chambers. In some experiments, HUVECs were transfected with 
control or occludin siRNA (2.5 pmol) 24 hours prior to seeding.  
 
In vitro ECIS permeability assay 
 
Endothelial barrier function analysis was achieved using electric cell-substrate impedance sensing 
system (ECIS Zθ, Applied Biophysics). HUVECs and HRMECs were seeded on Collagen-coated ECIS 
arrays each holding 8 wells with 10 electrodes per well (8W10E PET, Applied Biophysics). Electrodes 
were calibrated and baseline monitoring was measured for 1hr Before cell inoculation. Initial seeding 
density was ~50,000cells/cm2 for at least 24hrs at 370C in complete EC growth medium. The impedance 
of the cell culture was monitored with Multiple frequency/time (MFT) mode was for the real-time 
assessment of barrier function and cell monolayer confluency was estimated before rhBMP9 treatment 
(10 ng/mL) for 18h in minimal media containing 0,5% FBS. For the assessment of cell permeability after 
treatment, D-glucose was added for a final concentration of 11 mM and 25 mM and monitored in real 
time over 6 hrs. To assess the disruption of the EC barrier through paracellular pathway upon 
administration of D-glucose, a frequency of 4000 hz was assessed for further analysis.  
 
Immunohistochemistry 
 
HUVECS were grown on 8 wells Millicell EZ slides. After treatments, cells were permeabilized for 3-5 
min with pre-extraction buffer (Triton 0,1%, 100 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 200 mM sucrose, 
10 mM Hepes in PBS) and fixed with ice cold Methanol for 5 min. In between washes, cells were 
incubated with primary antibodies in PBS-3% BSA O/N at 40C. Cells were then incubated with 
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secondary antibodies for 2 hours at room temperature in blocking medium. Slides were then mounted 
with fluoromount containing DAPI (Sigma) and visualized by confocal microscopy. Z-stacks were 
acquired and reconstructed into a 3D cell monolayer with Imaris software. For In vivo retinal IHC 
permeability visualization, lens was removed upon extraction and ocular globes were snap frozen in OCT 
molds using liquid nitrogen. Cross-sections of eyes were visualized after incubation with Alexa 488-
labeled IsoB4 and Evans blue-albumin extravasation was visualized by confocal microscopy(Cerani et 
al., 2013). In some experiments  
 
Statistical analysis 
 
All statistics were carried out with the Graphpad Prism 5.01 software. In experiments evaluating 
differences between 2 experimental groups, significance was assessed using Student t-test. ANOVA was 
used to evaluate statistical significance between 3 or more groups.  If the P value was < 0.05, Tukeys 
post hoc multiple comparison tests were performed to compare differences between pairs of means.  For 
colocalization experiments, Pearson’s correlation coefficient calculated using the COLOC toolkit  was 
used (Dunn, Kamocka, & McDonald, 2011).   All group data are shown as mean ± SEM and a p value < 
0.05 was considered statistically significant.  
 
 
 
2.4 Results 
 
 
Hyperglycemia inhibits BMP9/ALK1/Smad1,5,9 signaling in endothelial cells.   
 
To investigate Alk1/BMP9 signaling in the vascular endothelium during hyperglycemic insult, 
we first exposed HUVECs for 18 hours to increasing concentrations of D-Glucose (i.e. 5, 11, 
25 mM; Figure 2.1A) or its non-metabolizable enantiomer, L-Glucose (Figure S2.1A), 
followed by stimulation with 1 ng/ml BMP9 for up to 60 minutes. Immunoblotting showed that 
BMP9 induced rapid phosphorylation of Smad1,5,9 at 5mM D-Glucose, but this was inhibited 
when cells were exposed to 11 mM D-glucose (Figure 2.1A). This inhibition was not observed 
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in the presence of L-Glucose, which is not metabolized by mammalian cells (RUDNEY, 1940) 
(Figure S2.1A). A 2-hour pre-treatment with D-glucose was sufficient to inhibit BMP9/Alk1 
signaling, but the greatest inhibition was observed after 18 hours (Figure S2.1B). A dose 
response of BMP9 under different concentrations of glucose also revealed that hyperglycemia 
inhibited BMP9 signaling at concentrations of up to 1 ng/mL, while no significant inhibition of 
Alk1 signaling was observed at higher concentrations of BMP9 (Figure S2.1C). Considering 
that endothelial of micro- and macro-vascular origins can respond differently to hyperglycemia, 
we also evaluated the effects of high glucose concentrations in Human Retinal Microvascular 
Endothelial Cells (HRMECs). Similarly to what we observed in HUVECs, a significant 
inhibition of BMP9/Smad1,5,9 signaling was observed in HRMECs at 11 mM D-glucose 
(Figure S2.1D). These changes in BMP9/Smad1,5,9 signaling in hyperglycemic ECs were 
associated with significantly decreased levels of the Alk1 receptor after 18 hrs (Figure 2.1B). 
A time course also revealed that Alk1 levels started to decrease after 6 hours exposition to 11 
mM D-glucose and maintained low expression for up to 72 hours (Figure S2.1E). While Alk1 
protein levels were decreased, significant changes in the expression of endoglin or type II BMP 
receptors BMPR2 and ActRIIb were however not observed (Figure 2.1B).  
 
As hyperglycemia has recently been shown to alter the localization and signaling of endothelial 
receptors, including VEGFR2(Warren, Ziyad, Briot, Der, & Iruela-Arispe, 2014), we evaluated 
the consequences of high glucose concentrations on Alk1 cell surface localization and 
internalization following BMP9 stimulation. Flow cytometry analysis of unpermeabilized 
HUVECs showed a significant reduction in cell surface expression of Alk1 in the presence of 
11 and 25 mM D-glucose (Figure 2.1C). Treatment of HUVECs with BMP9 resulted in 
decreased cell surface localization of Alk1 after 30 min at 5mM glucose, consistent with 
receptor internalization (Figure 2.1D). However, Alk1 internalization following BMP9 
stimulation was significantly impaired in HUVECs cultured in the presence of 11 or 25 mM 
glucose (Figure 2.1D). Using immunofluorescent staining, we also observed that Alk1 
undergoes rapid internalization in HUVECs following BMP9 treatment in normoglycemic 
conditions, in line with our flow cytometry data and previously published results (Figure S2.1F) 
(Kraehling et al., 2016). However, the intensity of Alk1 immunostaining, as well as the number 
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of internalization vesicles following BMP9 stimulation were significantly reduced under 
hyperglycemic conditions (11mM) (Figure S2.1F). Together, these data suggest that high 
glucose levels reduce Alk1 cell surface expression, while preventing receptor internalization 
following ligand stimulation, which may account for decreased BMP9-induced Smad1,5,9 
phosphorylation observed in hyperglycemic ECs. 
 
We next evaluated whether we could detect changes in BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling in the 
endothelium of hyperglycemic mice. Diabetes was induced in C57BL/6J mice using STZ, as 
previously described (Cerani et al., 2013; K. K. Wu & Huan, 2008; Xu et al., 2001). Mice with 
blood glucose consistently above 17mM were considered diabetic (Graham, Janecek, Kittredge, 
Hering, & Schuurman, 2011). Eight weeks after the onset of hyperglycemia, analysis of 
circulating BMP9 levels by ELISA showed no significant differences between normoglycemic 
and diabetic groups (Figure S2.1G). By contrast, we observed a significant reduction in the 
levels of Alk1 in endothelial rich pulmonary tissue, which was associated with reduced 
Smad1,5,9 phosphorylation (Figure 2.1E). Immunofluorescent staining of retinas harvested 
from diabetic mice eight weeks after STZ injections also revealed a substantial decreased in 
Alk1 staining in retinal blood vessels (Figure 2.1F). Together, these data suggest that 
hyperglycemia impairs Alk1 expression and signaling in endothelial cells. 
 
Alk1 haploinsufficiency exacerbates retinal vascular permeability in DB mice. 
 
Alk1 plays an important role in the maintenance of vascular integrity and impaired BMP9/Alk1 
signaling results in increased vascular permeability(Long et al., 2015). As our data show a 
significant reduction in BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling in the hyperglycemic endothelium, we 
postulated that Alk1 signaling may prevent vascular permeability in the retina, and that its 
inhibition in diabetic conditions could exacerbate hyperglycemia-induced vascular leakage 
(Figure 2.2). We first evaluated whether specific loss of endothelial Alk1 was implicated in 
retinal vascular permeability under physiological conditions using mice with conditional 
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deletion of acvrl1 in the endothelium (Alk1ΔEC). To detect vascular permeability, retinal Evans 
Blue-Albumin permeation was assessed as previously described (Cerani et al., 2013; Xu et al., 
2001). Deletion of endothelial Alk1 protein in Alk1ΔEC mice following tamoxifen injections 
was confirmed by immunoblotting of lung tissue and immunofluorescent staining of retinas 
(Figure S2.2A,B). While Evans blue permeability in non-diabetic Alk1ΔEC heterozygoteous 
mice was not significantly different from control animals eight weeks after tamoxifen injections 
(Figure 2.2A), homozygous deletion of endothelial Alk1 in non-diabetic mice showed 
significantly higher retinal vascular albumin extravasation compared to control mice after 7 days 
(Figure 2.2B). Permeability experiments were performed after 7 days of deletion in Alk1ΔEC 
homozygous mice, as opposed to 8 weeks in heterozygous animals, as Alk1ΔEC homozygous 
mice display high lethality starting 10 days after tamoxifen injections. While homozygote 
Alk1ΔEC mice display enhanced retinal vascular permeability, no morphological changes such 
as arteriovenous malformations or dilation of the retinal vasculature were observed in adult mice 
7 days after tamoxifen injection (Figure S2.2B). 
 
In light of our data suggesting that Alk1 levels are decreased in hyperglycemic mice, we 
evaluated whether Alk1 haploinsufficient mice would be more susceptible to hyperglycemia-
induced vascular leakage.  To address this, control and heterozygous Alk1ΔEC mice were 
injected with STZ to induce diabetes and eight weeks after induction of diabetes, Evans blue 
permeation was evaluated in retinas (Figure 2.2C) (Cerani et al., 2013; Xu et al., 2001). 
Histological assessment of the retinal vasculature revealed no significant difference in retinal 
capillaries between control and heterozygous Alk1ΔEC diabetic mice (Figure S2.2C). 
However, as reported (Anand-Apte et al., 2010; Hossain et al., 2016; Y. H. Kim et al., 2012; Xu 
et al., 2001; S. X. Zhang et al., 2005), we observed an increase in Evans blue permeability in 
diabetic control mice compared to non-diabetic mice (Figure 2.2D). Furthermore, while we had 
previously observed that non-diabetic heterozygous Alk1ΔEC mice did not show any 
differences in vascular permeability (Figure 2.2A), they displayed a significant increase in 
retinal vascular permeability compared to control mice in diabetic conditions (Figure 2.2D). 
These data suggest that Alk1 signaling contributes to the maintenance of vascular integrity, and 
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that reduced Alk1 signaling can predispose to chronic hyperglycemia-induced vascular 
permeability. 
 
BMP9 prevents vascular barrier permeability in DB retinas and hyperglycemic endothelial 
monolayer.  
 
As loss of Alk1 signaling exacerbates hyperglycemia-induced vascular permeability, we 
evaluated whether activation of Alk1 signaling could prevent vascular permeability induced by 
hyperglycemia. As our data show that BMP9 signaling is impaired in hyperglycemic endothelial 
cells due to reduced Alk1 expression, we used higher concentrations of BMP9 (10 ng/ml) in 
order to more readily activate Alk1 signaling (Figure S2.1C). HUVECs monolayers plated in 
transwells were treated with or without human recombinant BMP9 (rhBMP9) for 18 hrs in 
normoglycemic (5mM) and hyperglycemic (11mM and 25mM) conditions, and diffusion of 
Evans blue from the upper chamber to the lower chamber was measured after 90 minutes. Our 
results show that hyperglycemia induces a significant increase in endothelial permeability and 
that BMP9 pre-treatment prevented EB-albumin permeability across the EC monolayer under 
hyperglycemic conditions (25 mM) (Figure 2.3A). These data were also reproduced in retinal 
microvascular endothelial cells. HRMECs were subjected to high glucose and subjected to 
Evans blue permeability. Even though these ECs were less permeable than HUVECs when 
subjected to high glucose, BMP9 did reduce EB-albumin permeability at 25 mM glucose 
(Figure S2.3A).  
 
Further evidence for the ability of BMP9 to preserve endothelial barrier function was obtained 
from real-time analysis of transendothelial electric resistance(Murakami et al., 2008).Treatment 
of an intact monolayer of HUVECs (Figure 2.3B) or HRMECs (Figure S2.3B,C) with 25 mM 
D-glucose reduced endothelial monolayer impedance and hence provoked a drop in barrier 
function in the first 6 hr following D-glucose treatment. However, both HUVECs and HRMECs 
pre-treated with BMP9 for 18 hours showed a markedly reduced drop in endothelial monolayer 
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impedance (measured from an interval between 0 and 6 hr post glucose stimulation), confirming 
that BMP9 can help prevent hyperglycemia-induced permeability. 
 
We then inquired whether overexpression of circulating BMP9 using adenoviral-gene delivery 
could prevent retinal vascular leakage in diabetic mice. STZ-treated mice received 
intraperitoneal injections of adenoviral-BMP9 (AdBMP9) for eight weeks, which resulted in 
consistently elevated levels of circulating BMP9 ( ̴123 pg/mL after eight weeks; Figure S2.3D). 
No significant changes in mouse weight were observed throughout the length of the experiment 
(Figure S2.3E). Interestingly measurements of glycaemia after AdBMP9 injections showed a 
small but significant decrease in average blood glucose compared to baseline Ad-CTL levels 
(Figure 2.3C), which is consistent with a previous report showing that injections of recombinant 
BMP9 in mice reduces glycemia through the inhibition of gluconeogenesis (C. Chen et al., 
2003). Sustained overexpression of BMP9 for eight weeks resulted in a significant decrease of 
vascular retinal Evans blue permeability in diabetic mice, compared to diabetic mice treated 
with control adenoviruses, with levels comparable to non-diabetic baseline (Figure 2.3D). 
Visual appreciation of Evans blue permeability on retinal cross-sections showed Evans blue 
extravasation localization in the inner retinal blood barrier, which was not observed in BMP9-
overexpressing diabetic mice (Figure 2.3E). It is noteworthy that no changes in perivascular 
cell coverage (SMA-positive smooth muscle cells or Desmin-positive pericytes) were observed 
in these retinas over the experimental time-frame (Figure S2.3F,G). 
 
BMP9 limits vascular permeability via inhibition of VEGF/VEGFR2 signaling.  
 
VEGF signaling plays a pivotal role in vascular permeability leading to the development of 
DME (Boyer et al., 2013; Campochiaro, Aiello, & Rosenfeld, 2016; Singer et al., 2016; X. 
Zhang et al., 2014). Therefore, we investigated the underlying mechanisms behind BMP9-
mediated inhibition of permeability and whether it can prevent vascular leakage through the 
modulation of VEGF-induced permeability. To address this, we first assessed whether BMP9 
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overexpression could suppress VEGF-induced permeability in a Miles assay.  Mice were 
injected with Ad-BMP9 or Ad-CTL, and 72 hours later, after confirmation of BMP9 
overexpression, we measured vascular permeability in response to VEGF by injecting 
recombinant VEGF subcutaneously and measuring Evans blue leakage. Our data demonstrate, 
as previously established, that VEGF significantly increases albumin-bound Evans blue 
permeability by ≈ 2.5 fold relative to PBS injections (Eliceiri et al., 2000; Ito et al., 2003; Sano, 
Hosokawa, Kidoya, & Takakura, 2006; Senger, Connolly, Van de Water, Feder, & Dvorak, 
1990) (Figure 2.4A,B). However, BMP9-overexpressing mice displayed significantly 
decreased VEGF-induced EB-albumin permeability. We could show that the effect of BMP9 on 
VEGF-induced permeability was dependent on vascular Alk1 expression in this assay, as 
overexpression of Ad-BMP9 in Alk1ΔEC homozygote mice did not prevent VEGF-induced 
permeability (Figure 2.4A). 
 
VEGF loosens cell junctions by activating a molecular cascade which results in the 
phosphorylation and internalisation of VE-cadherin (Giannotta et al., 2013). We therefore 
evaluated whether BMP9 affects the VEGF signaling cascade leading to the loss of adherens 
cell junctions. Vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) is a key receptor in 
VEGF-mediated downstream signal transduction. Following VEGF stimulation, VEGFR2 is 
phosphorylated at position Tyr951 in the intracellular domain, which leads to Src 
phosphorylation, resulting in the phosphorylation and internalization of VE-cadherin (Koch, 
Tugues, Li, Gualandi, & Claesson-Welsh, 2011; Satirdav, Otulu, & Kerimoglu, 2014). To 
evaluate the effects of BMP9 and hyperglycemia on VEGF signaling, HUVECs were treated 
with D-glucose (5, 11 or 25mM) and/or BMP9 (10ng/ml) for 18 hours before VEGF stimulation. 
Protein extracts from stimulated cells were harvested and processed for immunoblotting. We 
found that regardless of glucose levels, VEGFR2 Tyr951 phosphorylation was inhibited when 
HUVEC were pretreated for 18 hours with rhBMP9 before VEGF stimulation (Figure 2.4C). 
Since Src activation plays an essential role in VEGF-mediated permeability (Eliceiri et al., 
2000), we investigated whether EC pre-treatment with BMP9 in the same conditions could 
prevent Src phosphorylation in normoglycemic and hyperglycemic conditions. Our data show 
that Src phosphorylation is increased in ECs exposed to VEGF and that BMP9 prevents Src 
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phosphorylation in both hyperglycemic and normoglycemic conditions (Figure 2.4C). 
Downstream of Src phosphorylation, phosphorylation of VE-cadherin has been shown to 
regulate vascular permeability, as phosphorylation of VE-cadherin at Tyr685 (Gavard, 2014) 
controls the opening of endothelial cell junctions (Wessel et al., 2014; Z. Wu et al., 2016). 
Hence, we analyzed whether BMP9 signal transduction alters the phosphorylation status of VE-
cadherin in hyperglycemic conditions. Upon VEGF stimulation, phosphorylation of VE-
cadherin was triggered. This increase in VEGF-dependent VE-cadherin phosphorylation was 
markedly increased at high glucose concentrations (25 mM). However, pre-stimulation of 
HUVECs with BMP9 abrogated VEGF-induced phosphorylation of VE-cadherin, both in 
normoglycemic and hyperglycemic conditions (Figure 2.4C). Interestingly, while high glucose 
concentrations did not alter levels of β-catenin, BMP9 stimulation resulted in higher levels of 
β-catenin. High levels of β-catenin in BMP9-stimulated cells may contribute to decreased 
VEGFR2 phosphorylation, as β-catenin has previously been demonstrated to inhibit VEGFR2 
phosphorylation(Lampugnani et al., 2003). Finally, VEGF-induced phosphorylation of eNOS 
and subsequent modulation of NO levels have also been shown to be mediators of vascular 
permeability in diabetes (Claesson-Welsh, 2015; Q. Li et al., 2010; Takeda et al., 2001) and are 
thought to be key factors in the occurrence and development of DME (Felinski & Antonetti, 
2005; Simo, Sundstrom, & Antonetti, 2014; X. Zhang et al., 2014) , decreasing the expression 
of cell junction proteins and leading to BRB breakdown. Our data show an increase in eNOS 
phosphorylation in ECs stimulated with 11 mM D-glucose upon VEGF stimulation, which was 
reduced by rhBMP9 pre-treatment (Figure 2.4C). Using HRMECs, we also observed that 
BMP9 prevented VEGF-induced phosphorylation of VEGFR2, Src, VE-cadherin and eNOS in 
both normoglycemic and hyperglycemic microvascular endothelial cells (Figure S2.4A). 
Together, these data show that BMP9 can prevent key VEGF signaling events leading to the 
loss of endothelial adherens junctions. 
Conversely, we observed that Alk1 loss-of-function led to increased VEGF-induced 
phosphorylation of the same key pathways involved in vascular permeability. HUVECs 
transfected with ACVRL1 siRNA displayed increased phosphorylation of VEGFR2 tyr951 
following VEGF stimulation, which exacerbated downstream Src and VE-cadherin 
phosphorylation (Figure 2.4D). HRMECs transfected with ACVRL1 siRNA also displayed 
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exacerbated phosphorylation of VEGFR2, Src, VE-cadherin and eNOS (Figure S2.4B). These 
observations were also confirmed in vivo in lung tissue extracted from homozygous Alk1ΔEC 
mice (Figure 2.4D). Together, our data show that BMP9 could prevent vascular permeability 
in part by mitigating VEGF signaling in endothelial cells.  
 
BMP9/Alk1 stabilizes occludin membrane localization in human ECs.  
 
Chronic hyperglycemia leads to destabilization of adherens and tight junctions in the 
endothelium 14. For example, reduced vascular expression of the tight junction protein occludin 
has been reported in diabetes 14.  Furthermore, it is proposed that VEGF signalling, through 
phosphorylation of Src, leads to the internalization of VE-cadherin and the subsequent 
disruption of adherens junctions (Giannotta et al., 2013; Meng & Takeichi, 2009). We therefore 
assessed whether BMP9 could modulate the expression of occludin and VE-cadherin in ECs. 
Analysis by qPCR of HUVECs treated with BMP9 for 3 hours showed that BMP9 significantly 
induced the expression of occludin, but had no effect on VE-cadherin mRNA levels (Figure 
2.5A). However, WB analysis revealed that VE-cadherin protein levels are reduced in HUVEC 
exposed to HG at 11 mM and 25 mM of D-Glucose but that BMP9 pre-treatment stabilizes VE-
cadherin levels in hyperglycemic conditions (Figure 2.4C; Figure 2.5B), suggesting that high 
glucose lead to decreased VE-cadherin levels independently of gene transcription. We also 
evaluated the expression levels of claudin-5, an integral membrane protein and component of 
tight junctions, in response to hyperglycemia and BMP9 treatment but did not observe any 
significant changes (Figure 2.4C). However, we observed that the levels of the tight junction 
protein occludin, whose expression has been shown to correlate with an improved retinal 
vascular barrier function (Hawkins & Davis, 2005; H. S. Lee et al., 2004; Wang, Hui, Guo, & 
Ma, 2007), were significantly increased by BMP9 in normoglycemic and hyperglycemic 
conditions (Figure 2.5B).  
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While BMP9 maintained high levels of occludin, its expression was decreased in HUVECs 
transduced with acvrl1 siRNA and in Alk1ΔEC mice (Figure 2.5C). Confocal 3D rendering 
and quantification of HUVEC’s monolayers exposed to BMP9 and/or hyperglycemia show 
consistently that hyperglycemia reduces junctional co-localization of VE-cadherin and occludin 
at the junctional interface with a positive spearman correlation coefficient decreasing by almost 
half (11 mM; r=0.11 and 25 mM; r=0.13) relative to control (5 mM; r=0.21) (Figure 2.5D; 
unprocessed images shown in Figure S2.5B); (Figure S2.5A). Interestingly, BMP9 treatment 
preserved membrane co-localization of VE-cadherin and occludin in hyperglycemic conditions 
(11 mM; r=0.21 and 25 mM; r=0.19) (Figure 2.5D; Figure S2.5A). To evaluate the contribution 
of occludin to BMP9’s anti-permeability properties, HUVECs were transfected with control or 
occludin siRNA (Figure S2.5C) and treated with BMP9 in normoglycemic or hyperglycemic 
conditions. As previously shown (Dang, Seale, & Qu, 2005; Hempel et al., 1997), we observed 
increased Evans blue leakage in the presence of elevated glucose concentrations (11mM), and 
an inhibition in the presence of rhBMP9 (Figure 2.5E). As expected, cells transfected with 
occludin siRNA displayed increased permeability compared to control cells. Furthermore, 
BMP9 did not significantly inhibit hyperglycemia-induced permeability in the absence of 
occludin (Figure 2.5E).  Together, these data suggest that BMP9/Alk1 signaling can participate 
in the maintenance of cellular junctions through its induction of occludin expression under 
hyperglycemic conditions.     
 
 
 
2.5 Discussion 
 
 
Chronic uncontrolled hyperglycemia can lead to increased retinal capillary permeability, 
resulting in the leakage of fluid into the surrounding tissue, causing macular edema and loss of 
visual acuity (Boyer et al., 2013; Creager, Luscher, Cosentino, & Beckman, 2003; Rask-Madsen 
& King, 2013; Rechtman, Harris, Garzozi, & Ciulla, 2007). While anti-VEGF therapies have 
shown significant promise in the treatment of proliferating vessels in proliferative diabetic 
retinopathies, patients with DME appear to be more resistant to these treatments, suggesting that 
other factors might contribute to the retinal vascular leakage (Bhagat, Grigorian, Tutela, & 
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Zarbin, 2009; Das, McGuire, & Monickaraj, 2016; Mathew, Yunirakasiwi, & Sanjay, 2015). 
Recent studies have indeed suggested that VEGF-independent mechanisms such as carbonic 
anhydrase (Gao et al., 2007), netrins (Miloudi et al., 2016), erythropoietin (Garcia-Ramirez et 
al., 2011; Hernandez et al., 2006) and  Semaphorin 3A (Cerani et al., 2013) also play a role in 
vascular permeability in DME. The data we present here suggest that the endothelial specific 
receptor Alk1 participates in the maintenance of endothelial junctions via 2 distinct mechanisms, 
1) by blocking VEGF-induced phosphorylation of Src VE-cadherin and 2) in a VEGF–
independent manner, by solidifying occludin junctions. Disruption of Alk1 under 
hyperglycemic conditions thus contributes to the loss of vascular integrity in DME (Figure 
S2.6).  
 
Alk1 signaling is critical for the development of mature, functional vessels, as is made evident 
by the phenotype of Alk1-deficient mice, which die by mid-gestation and display severe 
vascular developmental defects, including fusion of major arteries and veins, impaired placental 
vascular development and deficient perivascular cell coverage (Bertolino, Deckers, Lebrin, & 
ten Dijke, 2005; Oh et al., 2000). While many studies have helped uncover the mechanisms by 
which Alk1 contributes to vascular remodelling (Larrivee et al., 2012; Ola et al., 2016; Ricard 
et al., 2012; Shao, Lin, Yao, & Boström, 2009; Toporsian et al., 2005), its roles in the 
maintenance of endothelial junctions and vascular permeability are still unclear. A study by 
Rudini and colleagues showed that Alk1 co-immunoprecipitates with VE-cadherin, suggesting 
that it could play a role in the maintenance of stable endothelial junctions (Rudini et al., 2008). 
We show here that BMP9/Alk1 signaling prevents vascular leakage and that its loss leads to 
disrupted endothelial junctions and increased permeability. Our data suggest that this effect 
could originate at least in part by limiting VEGFR2 signaling, which results in reduced Src 
phosphorylation and internalization of VE-cadherin, and by promoting the expression of 
occludin, which is involved in the formation of tight junctions.  Interestingly, a recent study by 
Ola and colleagues has shown that loss of Alk1 results in increased phosphorylation of VEGFR2 
on tyrosine 1175 (Ola et al., 2016), which may be a consequence of decreased VEGFR1 levels. 
Our data show that Alk1 also limits the phosphorylation of tyrosine 951 of VEGFR2, which is 
critical for the recruitment and phosphorylation of Src and the downstream phosphorylation of 
103 
 
VE-cahderin (Koch et al., 2011; Satirdav et al., 2014). Alternatively, decreased VEGFR2 
phosphorylation and downstream VEGF signaling in BMP9-treated ECs may be a consequence 
of elevated levels of β-catenin, which has previously been shown to restrict VEGFR2 
phosphorylation(Lampugnani et al., 2003), although the mechanisms by which BMP9 affects β-
catenin levels are unclear. 
 
Alk1 also participates in vascular barrier functions by promoting the expression of occludin (B. 
Li et al., 2008), an important transmembrane protein involved in the maintenance of tight 
junctions. Studies have shown that tight junction proteins are reduced during the first few weeks 
of STZ-induced diabetes in rats (Klaassen et al., 2009) and correlate with increased vascular 
permeability (Antonetti et al., 1998). Moreover, occludin levels drop in diabetic retinas 
(Antonetti, Barber, Hollinger, Wolpert, & Gardner, 1999; Antonetti et al., 1998; Barber, 
Antonetti, & Gardner, 2000) and the localization of the protein at endothelial junctions is altered 
(Antonetti et al., 1998). Our data are consistent with these findings and we show that BMP9 
prevents hyperglycemia-induced decrease of occludin expression and the delocalization of 
occludin at cell junctions. Along with changes in occludin localization, VE-cadherin levels were 
also decreased in hyperglycemic ECs. These changes may reflect increased internalization of 
VE-cadherin observed in hyperglycemia, or may be a consequence of increased proteolytic 
degradation, which occur as a result of increased MMP activity(Navaratna, McGuire, 
Menicucci, & Das, 2007). In hyperglycemic ECs, BMP9 contributed to the maintenance of VE-
cadherin protein levels, which may be a consequence of its inhibition of Src and VE-cadherin 
phosphorylation, which have been associated with protein degradation(Weis et al., 
2004).Together, our data show that BMP9 prevents permeability induced by high glucose 
concentrations by maintaining the expression and junctional localization of occludin and VE-
cadherin in ECs. 
 
Although vascular complications have long been associated with diabetes, the complex series 
of events that lead to endothelial dysfunction in a hyperglycemic setting are less understood. 
Here we show that reduced signaling by Alk1 in hyperglycemic conditions could contribute to 
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increased vascular permeability. Several mechanisms could account for decreased Alk1 
signaling in the presence of high glucose concentrations. It has been well documented that 
Advanced Glycation End Products (AGE), which are formed in hyperglycemic conditions, can 
either activate inflammatory signaling, such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 
and C-reactive protein (CRP) (Riehl, Nemeth, Angel, & Hess, 2009)or can interfere with the 
signaling of kinase receptors, including the epidermal growth factor receptor (EGFR) (Portero-
Otin et al., 2002), Other mechanisms, including repressed transcriptional activity, or alterations 
in cellular localization have also been suggested to play a role in alterations of endothelial cell 
signaling in hyperglycemic conditions. In the case of Alk1, the transcription factor Sp1 has been 
shown to be a key regulator of ACVRL1 transcription. Chromatin immunoprecipitation assays 
demonstrated multiple Sp1 binding sites along the proximal promoter region of ACVRL1 in 
endothelial cells, and silencing of this factor results in decreased Alk1 expression(Garrido-
Martin et al., 2010). Studies have demonstrated that Sp1 is subject to dynamic O-GlcNAcylation 
in hyperglycemic conditions and that this modification results in decreased transcriptional 
activity of the protein(Clark et al., 2003). Given that the ACVRL1 promoter contains multiple 
Sp1 binding sites that are important for adequate gene expression, hyperglycemia may down-
regulate Alk1 expression at least in part by repressing Sp1 transcriptional activity. 
 
 
2.6 Conclusion 
 
In summary, we show here that hyperglycemia induces changes in endothelial cells leading to 
decreased Alk1 signaling, which in turn affect the junctional integrity of the endothelium and 
contribute to the pathological vascular leakage associated with DME. Taken together, these data 
suggest that Alk1 signaling plays important roles in maintaining vascular integrity and that 
BMP9 could help reverse heightened vascular permeability in DME. 
Highlights 
- Alk1 signaling is impaired in endothelial cells subjected to hyperglycemia 
- BMP9 prevents hyperglycemia-induced vascular permeability 
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- BMP9 inhibits VEGF-induced signaling and permeability 
- Alk1 signaling leads to increased expression and junctional localization of the tight junction 
protein occludin, which contributes to the stabilization of endothelial junctions 
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2.7 Figures Article 1 
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Figure 2.1. Hyperglycemia inhibits BMP9/Alk1/Smad1,5,9 signaling In vivo and In vitro 
in endothelial cells. (A) HUVECs were exposed to normoglycemia or hyperglycemia (5 and 11 
mM D-glucose) for 18h before stimulation for up to 60 min with BMP9 followed by 
immunoblotting for pSmad1,5,9, Smad 1 or β-actin . Representative blots are shown (upper 
panel) and bands were quantified by densitometry (lower panel). Total protein Smad1 and 
Internal β-actin reference antibody were used for normalizations and values are expressed as 
mean±SEM. Data represent the mean of three independent experiments. (B) HUVECs were 
exposed to 5 or 11mM D-glucose for 18 hours and processed for immunoblotting against ALK1, 
BMPR2, ActRIIb, Endoglin and β-actin. Representative blots are shown (upper panels) and 
bands were quantified by densitometry (lower panels). Internal β-actin reference antibody was 
used for normalizations and values are expressed as mean±SEM. Data represent the mean of 
four independent experiments. (C) Flow cytometry analysis of ALK1 cell surface expression. 
Data±SEM on graph represent the quantification of Mean Fluorescence Intensity (MFI) from 
four independent experiments. (D) Cell surface internalisation of ALK1 in HUVECs cultured 
in the presence of 5, 11 or 25 mM glucose with or without BMP9. Data±SEM on graphs 
represent the quantification of MFI from four independent experiments. (E) Six to eight weeks 
old C57/BL6 mice were injected i.p. with STZ. Eight weeks after onset of diabetes, pulmonary 
tissue was harvested and homogenates were analyzed with specific antibodies by 
immunoblotting. Blots were quantified by densitometry (lower panels). N=5 control mice, N=4 
Diabetic mice. (F) Immunofluorescence on retinal cryosections revealed that Alk1 protein 
(green) show robust vascular expression in control retinas (upper panel) but is weakly expressed 
in blood vessels at 8 weeks after STZ injection (lower panel), as confirmed by colocalization 
with the vascular marker IsoB4. Representative images of three independent mice. Scale bar = 
40 μm. Differences between means where analyzed using unpaired t test. * p<0.05 **p<0.01 
***p<0.001. 
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Figure 2.2. Endothelial-specific loss of Alk1 exacerbates retinal permeability. (A) 
Measurement of Evans blue leakage in heterozygous Alk1ΔEC (N=8 mice) vs CTL (N=7 mice) 
mice or (B) homozygous Alk1ΔEC normoglycemic mice (N=8 mice) vs CTL mice (N=6 mice). 
(C) Experimental time line for the generation of diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice, in which 
CRE-Ert2 expression was placed under the control of the VE-Cadherin promoter (Cdh5-CRE). 
Male adult mice were injected with tamoxifen, followed two weeks later by STZ injections. 
Evans Blue permeability experiments were performed 8 weeks after STZ injections. (D) 
Measurement of Evans Blue leakage in control normoglycemic (N=8 mice), control diabetic 
(N=6 mice) and diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice (N=8 mice) eight weeks after STZ 
injections. Cdh5-CRE tamoxifen-induced mice were used as control. Values expressed relative 
to control retinas ± SEM are shown. Differences between means were analyzed using One-way 
ANOVA with Tukeys multiple comparison test (C) or an unpaired student t test (A and B). 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 2.3. BMP9 prevents vascular permeability in the hyperglycemic endothelium. (A) 
HUVEC monolayers in transwell boyden chambers following 18 hrs exposition to 
hyperglycemia (11 and 25 mM) or normoglycemia (5 mM) with or w/o BMP9 (10 ng/mL) were 
tested for Evans-Blue bound Albumin permeability (deposited in the upper-chamber for 90 min) 
and quantification of the ratio lower/upper chambers was performed. Data were generated from 
3 independent experiments. (B) Transendothelial resistance measured in real time in HUVECs 
by ECIS demonstrates that BMP9 prevents the reduction of endothelial barrier function 
triggered by hyperglycemia (11 and 25 mM D-glucose). Results represent the mean±SEM of 5 
separate experiments. (C) In vivo time line of retinal Miles essay; male C57/Bl6J mice were 
injected with STZ or vehicle buffer. Blood glucose levels were monitored twice per week. When 
peak average glycaemia was reached 2 weeks after STZ injection, Ad-control or Ad-BMP9 were 
injected intraperitoneally. CTL (N=7 mice), Ad-CTL (N=8 mice), Ad-CTL DB (N=8 mice), 
Ad-BMP9 DB (n=8 mice). (D) Miles essay was performed to quantify Evans blue-Albumin 
complex extravasation in mouse retinas eight weeks after adenoviral injections. Ad-CTL (N=7 
mice), Ad-BMP9 (N=4 mice), Ad-CTL diabetic (DB) (N=8 mice), Ad-BMP9 diabetic (DB) 
(N=8 mice). Quantification was normalized using dry weight of retinas. Data are represented as 
mean ± SEM. (E) Visualization of Evans Blue extravasation (red) by confocal microscopy on 
cross-sectional slices of retinas stained with IsoB4 (green) and DAPI (blue). Representative 
images of four mice. Scale bar = 40 μm. Differences between means were analyzed using a t 
test (A) or One-way ANOVA with the tukeys multicomparison test (C and D). Values are 
expressed as Mean±SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 2.4. BMP9/ALK1 inhibits VEGF-induced permeability via inhibition of VEGF 
signalling in endothelial cells.  (A,B) VEGF-induced vascular leakage (45 min) of serum 
albumin-bound Evans Blue in the back skin of control (Cdh5Cre) or homozygote Alk1ΔEC 
mice (Alk1-/-) mice adenovirally overexpressing BMP9 or empty vector (CTRL). (A) 
Spectrophotometric analysis of vascular leakiness by formamide-extracted Evans Blue dye 
content. Evans Blue dye quantification of mice skin injected with VEGF (50 ng) overexpressing 
BMP9 was significantly decreased compared with that of skin injected with VEGF alone in 
CTRL-CRE mice, but not in Alk1 -/- mice. The results are expressed number of folds relative 
to control and are presented by mean ± SEM (N=7 mice/group (Control mice) or N=4 
mice/group (Alk1-/- mice)). (B) Representative images of Evans blue extravasation in dorsal 
skin of control mice. (C) Immunoblotting of HUVECs stimulated with VEGF following pre-
treatment with D-glucose (5, 11, 25 mM) and or BMP9 with specific antibodies directed against 
VEGF pathway signaling or permeability proteins. Densitometry quantification of a 
representative experiment are shown (lower panels) (N=3 experiments). (D) HUVECs 
transfected with control or ACVRL1 siRNA (25 pmol/well) (left panel) were stimulated with or 
w/o VEGF (20 ng/mL) (N= 3 experiments) and lung tissue extracted from homozygote 
Alk1ΔEC mice (right panel) were processed for immunoblotting with antibodies of signaling 
molecules involved in vascular permeability. β-actin antibodies were used to control for total 
protein levels and/or with total protein normalization. Lower panels show quantification of 
immunoblots performed on lung tissues (N=3 mice/group). Data±SEM are shown and 
differences between means where analyzed using t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 2.5. BMP9/ALK1 activation stabilizes levels and membrane colocalization of VE-cadherin 
and Occludin in hyperglycemic cultured ECs. (A) qPCR analysis of HUVECs treated with 10ng/ml 
rhBMP9 for 3 hours. Occludin and VE-cadherin were quantified by quantitative reverse transcription 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) (Average of 3 experiments). (B) HUVECs were treated for 18h 
in normoglycemia or hyperglycemia (5, 11, 25 mM of D-glucose) with or without BMP9 treatment, and 
Occludin and VE-Cadherin protein levels were quantified in cell lysates by immunoblotting. (C) Protein 
extracts from HUVEC transfected with nontargeting (CTL) siRNA or siRNA directed against ACVRL1, 
treated with or without VEGF (20 ng/mL) (upper pannel) or from mouse pulmonary tissues harvested 
from homozygote Alk1ΔEC were analyzed by immunoblotting for occludin expression. Lower panel: 
densitometric analysis of occludin expression in lungs of control and Alk1ΔEC homozygote mice (N=3 
mice/group). (D) Immunofluorescence of HUVECs treated with D-glucose and/or BMP9, probed with 
specific antibodies for VE-cadherin and occludin. A volumetric view of confocal Z-stack images of 
human transendothelial junctions with VE-Cadherin (Red channel) and occludin tight junctions (green 
channels) was used for 3D representation. An additional yellow channel shows colocalization of VE-
cadherin and occludin at cell junctions with the ImarisColoc tool (Unprocessed images shown in 
Supplementary Figure VB). Running the software spot detection function in conjunction with the 
colocalization channel allowed for detection and quantification of colocalization events to calculate 
Pearson Correlation Coefficient (PCC) across the entire image field. Each representative images and 
quantification was pooled from an average of 20 Cells X4 fields ; untreated (5 mM, 0.21 ; 11 mM, 0.11 
; 25 mM, 0.13) vs BMP9-treated (5 mM, 0.26 ; 11 mM, 0.21 ; 25 mM, 0.19). (E) Boyden chambers 
permeability assay on HUVECs transfected with occludin siRNA.  Twenty-four hours post siRNA 
transfection, cells were treated with D-glucose with or without BMP9 (10 ng/mL) for 18 hrs, followed 
by Evans blue permeability test (N=3 independent experiments). Data±SEM is shown. Differences 
between means were analyzed using a student t test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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2.8 Supplementary Data Article 1 
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Figure S2.1: BMP9 signaling in hyperglycemic conditions. (A) Time course of Smad1,5,9 
phosphorylation in response to BMP9 (1 ng/mL for up to 60 min) in HUVECs after being 
conditioned to different doses of non-metabolizable L-Glucose for 18hrs. (B) Immunoblotting 
analysis of Smad1,5,9 phosphorylation in response to BMP9 (1 ng/mL) stimulation in HUVECs 
pre-treated with D-Glucose (5, 11, 25 mM) for different times (1 to 18 hours) in basal media 
containing 0,5% FBS. (C) BMP9 dose-response in HUVECs pre-treated with 5, 11 or 25 mM D-
glucose. Phosphorylated Smad1,5,9, total Smad1 antibody and β-actin levels were detected by 
immunoblotting. (D) HRMECs were exposed to normoglycemia or hyperglycemia (5 and 11 mM 
D-glucose) for 18h before stimulation for up to 60min with BMP9 followed by immunoblotting 
for pSmad1,5,9, Smad 1 or β-actin. Representative blots are shown (upper panel) and bands were 
quantified by densitometry (lower panel). Total protein Smad1 and Internal β-actin reference 
antibody were used for normalizations and values are expressed as mean±SEM. Data represent the 
mean of three independent experiments. (E) Representative Western blot (upper panel) and 
densitometric analysis (lower panel) of Alk1 protein in HRMECs stimulated for up to 72 hours 
with 5 mM or 11 mM Dglucose. Quantification data was pooled from 3 independent analysis. (F) 
Alk1 immunofluorence staining (red) of HUVECs treated for 18 hours with 5 or 11mM glucose 
before stimulation with or without 1ng/ml BMP9, visualized by confocal microscopy. Cells were 
counterstained with DAPI (blue). Scale bar: 20 µm. (G) BMP9 expression levels in control and 
diabetic STZ mouse plasma. BMP9 plasma levels were quantified with DuoSet ELISA mouse-
BMP9 kit after 8 weeks of diabetes in STZ-injected mice (n=4) or from vehicleinjected control 
mice (n=5). Error bars show SEM. Differences between means where analyzed using unpaired t 
test. * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 
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Figure S2.2. Deletion of Alk1 in Alk1ΔEC mice. (A) Lungs were harvested from 8-week-old 
Alk1ΔEC mice injected for 5 consecutive days with tamoxifen. Protein extracts were subjected to 
Alk1 and β-actin immunoblotting and quantified by densitometry. Values are shown as 
mean±SEM. Control mice (N=4) and Alk1ΔEC (N=4). Differences between means where 
analyzed using unpaired t test. ***p<0.001. (B) Representative confocal images of Alk1 and IsoB4 
immunofluorescent staining of retinas from control and Alk1ΔEC homozygote mice. Scale Bar: 
50 μm. (C) IsoB4 staining of retinas from diabetic control or diabetic heterozygote Alk1ΔEC mice. 
Scale Bar: 100 μm. Representative of at least four individual mice. 
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Figure S2.3. Effects of BMP9 on vascular permeability. (A) HRMECs in transwell boyden 
chambers following 18 hrs exposition to hyperglycemia (11 and 25 mM) or normoglycemia (5 
mM) with or w/o BMP9 (10 ng/mL) were tested for Evans-Blue bound Albumin permeability 
(deposited in the upperchamber for 90 min) and quantification of the ratio lower/upper chambers 
was performed. Data were generated from 3 independent experiments. (B,C) Transendothelial 
resistance measured in real time in HRMECs treated with 5mM (B) or 25 mM (C) D-glucose by 
ECIS demonstrates that BMP9 prevents the reduction of endothelial barrier function triggered by 
hyperglycemia (C). Results represent the mean±SEM of 5 separate experiments. (D) ELISA of 
plasma concentrations levels of adeno-delivered BMP9 (or empty vector (control) in mice 8 weeks 
post STZ injections. Values are expressed as mean±SEM.  (E)  Mice weight measurement 
throughout 40 days period shown as percent variation from initial weights before STZ injections. 
Values are expressed as mean±SEM. (F) Retinal flatmounts stained with IsoB4 (ECs; Red) or 
Desmin (pericytes; green). Scale bar 60 µm. (G) Retinal flatmounts stained with IsoB4 (ECs; Red) 
or smooth muscle actin (SMA) (smooth muscle cells; green). Scale bar 30 µm. Differences between 
means were analyzed using a t test (A, D), *p<0.05 and One-Way ANOVA with Tukeys MCT (E). 
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Figure S2.4. BMP9 inhibits VEGF signaling in HRMECs. (A) Immunoblotting of HRMECs 
stimulated with VEGF following pre-treatment with D-glucose (5, 11, 25 mM) and or BMP9 with 
specific antibodies directed against VEGF pathway signaling or permeability proteins. 
(Representative of 2 experiments). (B) HRMECs transfected with control or Alk1 siRNA (25 
pmol/well) (left panel) were stimulated with or w/o VEGF (20 ng/mL) (N= 2 experiments) and 
were processed for immunoblotting with antibodies of signaling molecules involved in vascular 
permeability. 
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Figure S2.5. Effect of BMP9 on endothelial junctions. (A) HUVECs were exposed to 5, 11 or 
25 mM D-glucose before being treated with or without BMP9 (10 ng/mL) for 18hrs, processed for 
immunofluorescence and imaged by confocal microscopy using antibodies against VE-cadherin 
(red) and Occludin (green). (B) Unprocessed images of the panels shown in fig. 5D. Scale bars 10 
µm. (C) HUVECs transfected with SiRNA control or occludin siRNA were processed for Occludin 
immunoblotting (48 hrs post-transfection). 
 
 
123 
 
 
Figure S2.6. Graphic depiction of the main findings of the study. In a healthy mature retina, 
Alk1 is expressed in the endothelium, where it contributes to vascular integrity by restricting VEGF 
signaling and maintaining occludin expression. In hyperglycemic retinal endothelial cells, Alk1 
signaling is impaired, leading to reduced occludin expression and exacerbated VEGF signaling, 
loosening endothelial cell junctions and vascular permeability. 
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3.1 Abstract 
 
 
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are critical for embryonic and post-natal homeostasis. 
Secreted by the liver, BMP9 has been implicated in vascular morphogenesis, yet little is known 
about its roles on hepatic metabolism. Here, we evaluated how BMP9 signaling affects glucose 
homeostasis in healthy and diabetic animals and investigated the molecular mechanisms 
underlying these effects. Adenoviral-mediated delivery of BMP9 in diabetic mice resulted in 
lowered blood glucose levels for up to 4 weeks after treatment. BMP9 decreased hepatic glucose 
production through inhibition of gluconeogenesis and decreased hepatic expression of 
gluconeogenic enzymes phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glucose 6-
phosphatase (G6Pase). We found that BMP9, through the receptor Alk3, regulates expression 
of gluconeogenic enzymes through phosphorylation of AKT, which led to FOXO1 
phosphorylation and its subsequent transcriptional activity. Collectively, these data show that 
BMP9 delivery is a potent suppressor of hepatic gluconeogenesis and improves glucose control 
in diabetic mice and highlight BMP9/Alk3 signaling as a potential target for the development 
of diabetes-related metabolic complications. 
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3.2 Introduction 
 
 
Diabetes is a significant health problem in Western societies and can lead to an array of 
debilitating complications including neuropathies, nephropathies and vasculopathies. While 
management of diabetes with insulin has greatly improved in recent years with strategies 
focusing on aggressive control of blood glucose levels, traditional insulin treatments still do not 
provide optimal therapy. Insulin delivered exogenously is not subjected to normal physiological 
feedback regulation, so it may lead to hypoglycemia even in the presence of a proper 
counterregulatory response (McCrimmon, 2008). Indeed, the average individual with type-1 
diabetes can experience several episodes of symptomatic hypoglycemia per year (Frier, 2014). 
Insulin-induced hypoglycemia is associated with significant morbidity and mortality, and as 
such, there is a need to identify alternative therapies to control blood glucose levels in patients 
with diabetes. 
 
Diabetic hyperglycemia is fed by an exaggerated production of hepatic glucose, which can occur 
either by rapid glycogen breakdown (glycogenolysis) or through a de novo glucose synthesis 
process, termed gluconeogenesis, which generate glucose from non-carbohydrate metabolites 
such as pyruvate in the liver and kidneys (Aronoff et al., 2004; Gerich et al., 2001). In healthy 
fasting individuals, the two processes overlap in chronological order and up to 90% of the 
glucose produced by the liver during the initial 60 to 90 minutes of fasting comes from hepatic 
glycogenolysis (Winnick et al., 2016). Gluconeogenesis is mainly responsible for postprandial 
glucose production during the late postabsorptive state (Ayala et al., 2010; Service, 1991). Three 
rate-limiting gluconeogenic enzymes insure glucose release in circulation, 
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), fructose-6-phosphatase (FBPase) and glucose-
6-phosphatase (G6Pase). This latter enzyme is present only in the liver and renal cortex, and is 
therefore crucial for the hydrolysis of G6P to free glucose from its intracellular form (Gerich, 
2001; Gerich et al., 2001; Service, 1991). These enzymes are regulated at the transcriptional 
level by glucoregulatory hormones such as insulin, glucagon and glucocorticoid, and contribute 
to the maintenance of blood glucose levels in a physiological range. However, chronic 
hyperglycemia dysregulates gluconeogenic gene normal repression and increases hepatocellular 
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glucose production (Shao et al., 2005; Sharabi et al., 2015). The identification of molecular 
effectors that regulate hepatic gluconeogenesis and glycogenolysis would therefore represent 
efficient tools to help control blood glycemia in diabetic patients. 
 
Bone morphogenic proteins (BMPs) are group of secreted ligands that belong to the 
transforming growth factor β (TGF-β) superfamily and are found in all multicellular organisms 
(Ramel et al., 2012). In humans, alterations of BMP signaling results in various vascular diseases 
and bone and skeletal abnormalities (Miyazono et al., 2010). BMP family members have also 
been associated with several metabolic disorder including obesity and diabetes (Kim et al., 
2011). Published studies have identified the circulating hepatic Bone Morphogenetic Protein-9 
(BMP9) as an important factor for the maturation and stabilization of blood vessels (Akla et al., 
2018; Larrivee et al., 2012). In addition to its roles during vascular morphogenesis, BMP9 has 
also been shown to regulate glucose homeostasis (Caperuto et al., 2008; Chen et al., 2003) as 
well as brown adipogenesis  (Kuo et al., 2014) Mechanistically, BMP9 has been shown to inhibit 
hepatic glucose production and to modulate the expression of key enzymes of glucose and lipid 
metabolism (Chen et al., 2003)  
 
BMP9 initiates signal transduction through a heterotetrameric receptor complex composed of 
two type I and type 2 receptors. It has been shown to bind to Alk1 with high affinity but also 
interacts with Alk2, Alk3 and Alk7 with lower affinity (Brown et al., 2005; Coskuner et al., 
2017; David et al., 2007; Mi et al., 2015; Scharpfenecker et al., 2007). In the canonical pathway, 
the activated type I receptors recruit and phosphorylate the transcription factors Smad1,5,9 
which subsequently translocate to the nucleus to regulate target gene transcription (Leblanc et 
al., 2013). In addition, BMPs are also associated with numerous non-canonical pathways, 
including Erk, Jnk and PI3K/AKT (Herrera et al., 2017).   
 
While the effects of BMP9 on blood vessel quiescence and bone formation have been relatively 
well described (Leblanc et al., 2013; Ouarne et al., 2018), its effects on glucose metabolism 
remain unclear. Using a secreted cDNA library in a functional genomic screen and high-
throughput cell-based assays, a 2003 study by Chen and colleagues identified BMP9 as an 
inhibitor of gluconeogenesis and activator of lipid metabolism (Chen et al., 2003). In this study, 
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subcutaneous injections of BMP9 lowered blood glucose levels to near-normal levels in freely 
fed diabetic mice, with maximal reduction observed 24 to 30 hours after treatment and improved 
glycemic control in normal and diabetic mice. Further links between BMP9, glucose 
homeostasis have been drawn from studies on diabetic patients where reduced circulating levels 
of BMP9 were correlated with insulin resistance (Luo et al., 2017) and associated vascular 
dysfunction (Huang et al., 2018). 
  
We have recently demonstrated that BMP9 prevents vascular dysfunctions in diabetic mice, in 
part by restricting vascular permeability (Akla et al., 2018). In the present study, we investigated 
the long-term effects of BMP9 delivery on glucose homeostasis in diabetic mice and 
investigated the mechanisms underlying these effects. Using adenoviral delivery of BMP9 in 
diabetic mice, we show that elevated circulating BMP9 consistently lower blood glucose levels. 
Mechanistically, we demonstrate that BMP9 acts by activating Alk3/AKT signaling in hepatic 
cells, leading to FOXO1 phosphorylation and inhibition of gluconeogenic enzymes PEPCK and 
G6Pase. Long-term inhibition of hepatic gluconeogenesis in mice following BMP9 delivery also 
resulted in decreased hepatic glycogen content and increased levels of glucagon. 
 
 
 
3.3 Materials and methods 
 
 
 
Antibodies and reagents  
 
Mouse primary antibodies and primers used in this study are described in supplementary Table 
1-2. Primers for Alk1 (Acvrl1), Alk2 (Acvr1), Alk3 (Bmpr1a) and Alk7 (Acvr1c) were acquired 
from Qiagen (Quantitect Primer Assay). Small interfering RNA (siRNA) pre-designed against 
Alk1; (acvrl1; SI0088914), Alk2 (acvr1; SI00888867), Alk3 (BMPR1a; SI00929971), Alk7 
(acvr1c; SI00888923) or scrambled control were acquired from Qiagen. BMP9 ELISA kit was 
purchased from R&D systems (DY5566). Recombinant BMP9 was obtained from R&D systems 
(3209-BP/CF). Insulin (recombinant DNA origin) was kindly donated by HMR hospital staff 
(Humulin R; Eli Lilly). 
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Animal experiments 
 
Male C57BL/6J mice (Charles River) housing, experimental procedures and testing were carried 
out in accordance with the Canadian council on animal care and approved by the institutional 
ethics committee. Mice were kept in groups of 5 in temperature and humidity-controlled cages 
with a reversed 12 hrs light/dark cycle with ad libitum access to food (Teklad global 18% 
protein) and water or subjected to fasting before tolerance tests experiments.  Alpha Trak whole-
blood glucose monitor was used to acquire multiple sampling in tolerance tests or long-term 
glucose measurements. Mouse weight and food consumption were measured twice weekly. 
Food was weighed and replaced with a known amount for each group of mice. The amount of 
ingested food was calculated by substraction from total food added and divided by the number 
of mice per group and number of days.     
 
Hepatocyte cell line cultures  
 
Murine hepatocytes (AML12; ATCC) were cultured in DMEM:F-12 medium supplemented 
with 10% FBS, ITS (Insulin; 0.005 mg/mL, transferrin; 0.005 mg/mL and selenium; 5 ng/mL), 
dexamethasone (40 ng/mL) and Penicillin/Streptomycin. Cells were kept in a constant 
humidified incubator (5% CO2; 370C). When cells reached near confluency, they were starved 
O/N in basal DMEM:F-12 supplemented with 0.5% FBS) and treated with rhBMP9 (0, 10 or 
100 ng/mL).  
 
RNA Interference 
 
Briefly, cells were seeded in 6-well plate with complete media till 90% confluency was reached. 
Cells were then transfected with 75 pmol/well of target or control siRNA for 24 hrs followed by 
overnight starvation with basal media. The next day, cells were stimulated for 15 minutes with 
rhBMP9 and lysed in denaturing buffer for protein analysis. 
 
Streptozotocin (STZ) induced diabetes  
 
Six to eight-week old C57BL/6J male mice were individually marked, weighed and their 
baseline blood glucose levels determined prior to STZ injection. Mice received daily 
intraperitoneal (IP) injections of 45 mg/Kg body weight STZ (Sigma-S0130) dissolved in sterile 
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sodium citrate dehydrate buffer, pH 4.5 for 5 consecutive days (modified from (Wu et al., 
2008)). For non-diabetic controls, mice received citrate buffer injections. Tail blood glucose 
was monitored every week for up to 8 weeks after the final STZ injection. Mice were considered 
diabetic if their non-fasted blood glucose levels reached 17 mM (300 mg/dL; (Cerani et al., 
2013)).  
 
Adenoviral Delivery 
 
Adenoviral constructs were produced and purified as previously described (Akla et al., 2018). 
STZ-injected mice groups with stable hyperglycemia were randomly assigned to receive i.p. 
injections of 5 X 108 pfu of Ad-BMP9 or empty vehicle adenovirus (Ad-CTL).   
 
Intraperitoneal Glucose tolerance test (IPGTT) and Intraperitoneal Pyruvate tolerance 
test (IPPTT) 
 
For glucose tolerance tests, C57BL/6J male mice injected three days prior with control or BMP9 
adenoviral particles were denied access to food for 16 hrs, followed by intraperitoneal injections 
of D-glucose (2 mg g-1 body weight) (Ayala et al., 2010). Glucose serum levels were monitored 
before IP glucose delivery and at 15, 30, 60, 90- and 150-min following glucose injections. 
Blood glucose was sampled from a drop of blood obtained from an incision in the tail. The area 
under-curve (A.U.C) was obtained from base line level of glucose. Tolerance tests were all 
performed on male mice of similar age and weight. For IPPTT, fasting mice (16 hrs) injected 
three days prior with control or BMP9 adenoviral particles received intraperitoneal injections of 
sodium pyruvate (1 mg g-1) in PBS and blood glucose levels were measured at 15, 30, 60, 90- 
and 150-min following pyruvate injections (Yang et al., 2013). 
 
Intraperitoneal Insulin tolerance test (IPITT) 
 
For insulin tolerance tests, C57BL/6J male mice injected three days prior with control or BMP9 
adenoviral particles were fasted for 4 hrs. Immediately before intraperitoneal insulin injections, 
mice were deprived of water, base line blood glucose was measured (0 min) and then monitored 
at 15, 30, 45, 60 and 120 min after receiving insulin injections (0.5 U/kg in 0.9% w.v. sterile 
saline). The IPITT procedures were followed as directed by the NIH-National Mouse metabolic 
phenotyping center (MMPC).  
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Protein extraction and WB Analysis 
 
Fragments of the right medial lobe of livers (approx. 300 mg) samples were removed, nitrogen 
snap-frozen and stored at -800C until time of further processing. Liver tissues where crushed 
manually and homogenates were prepared in triple detergent lysis buffer (50 mM Tris-HCL, 
150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate) with protease and 
phosphatase inhibitors and centrifuged to remove particulate matter. Protein samples were 
denatured in Laemmli buffer, separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose and 
blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) or 5% skimmed milk in tris buffered saline (PH 
7.5) containing 0.1% Tween (TBST) at R/T for 30 min. Membranes were then incubated with 
appropriate primary antibodies for 1 hr at R/T or O/N at 40C and then probed for 1hr at R/T with 
the proper antibody-conjugated horseradish peroxidase secondary antibody in 3% BSA TBST 
buffer. Densitometric luminescent specific band intensity quantification of detected 
immunoblotting protein-antibodies complexes was done by image j software.  
Immunofluorescence 
AML12 cells were stimulated for 16 hours with 100 ng/nl BMP9. Following stimulation, cells 
were fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde, washed and blocked/permeabilized for 30 
minutes in TBS-0.3% TritonX-3%BSA. After incubation with primary antibody O/N at 4°C, 
cells were washed, incubated with secondary antibodies, washed and mounted. Slides were then 
mounted with fluoromount containing DAPI (Sigma) and visualized by confocal microscopy. 
The number of FOXO1 nuclear foci were counted using ImageJ. 
 
RNA isolation and real time PCR Analysis 
 
Total RNA was isolated from cells or mouse liver samples using RNeasy Plus kit (Qiagen). First 
strand cDNA was synthesized with 500 ng of total RNA using iScript reverse transcription kit 
(Biorad) and gene expression was quantitated by real time PCR (ABI7500:Biorad) using iTaq 
Universal SYBR Green Dye.  
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Metabolic and hormonal measurements 
 
Blood was collected from mice through cardiac punctures into tubes containing EDTA for 
plasma or allowed to clot for 30 min at room temperature for serum, and centrifuged at 4oC for 
15 min at 1 000 x g. Serum or plasma were removed and assayed immediately or stored at -80o 
C. Extracted plasma was analyzed for insulin (Ultrasensitive ELISA kit from Chrystal Chem; 
90080) or Corticosterone (Competitive ELISA kit from Invitrogen; EIACORT). Fructosamine 
serum levels were measured by a colorimetric assay based on the ability of fructosamine to 
reduce nitroblue tetrazolium (NBT), forming a colored end-product (formazan) which is a direct 
proportional determination of fructosamine concentration. Liver samples were immediately 
frozen after mouse sacrifice and tissue homogenates were used to perform the assays for 
glycogen content (Colorimetric Assay kit; Abcam) and glucose-6-phosphate (Fluorometric 
assay kit; Cayman). Pancreatic endocrine glucagon levels were analyzed by western blot.  
 
Statistical analysis   
 
Differences between groups were calculates using a student’s t-test or ANOVA with Tukey’s 
post-hoc test for multiple comparisons using Graphpad Prism 5.01 software. All data represent 
mean ± SEM. P-values of 0.05 or lower were considered significant. 
 
 
3.4 Results 
 
 
3.1 BMP9 delivery ameliorates glucose tolerance in fasted mice.   
 
To assess the effects of BMP9 signaling on glucose metabolism, we injected adenoviral viral 
vectors, which efficiently transduce hepatic cells, to increase circulating levels of BMP9 (Ad-
BMP9). Adenoviral particles produced from the empty vector (Ad-CTL) were used as control. 
Mice injected three days prior with adenoviral particles were subjected to an intraperitoneal 
glucose tolerance test (IPGTT) (Andrikopoulos et al., 2008). Injection of adenoviral particles 
raised BMP9 serum levels from an average of 13.2 pg/ml (Ad-CTL) to 153.6 pg/ml (Ad-BMP9) 
(Figure S3.1A). Animals were fasted for approximately 16 hours and glucose levels were 
measured for up to 2hrs following IP injection of 2 g/kg body weight D-Glucose (Figure 3.1A) 
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(Jorgensen et al., 2017). Fasting glucose serum levels were reproducibly and significantly lower 
in mice injected with Ad-BMP9 (5 mM) than in mice injected with control adenoviral particles 
(6.3 mM) (Figure 3.1B). At 30 min after administering glucose, there was a significant 
difference in serum blood glucose levels and glucose area under the curve (AUC) between Ad-
BMP9 and wild type mice and Ad-CTL-injected mice (Figure 3.1C,D). Evaluation of blood 
insulin levels did not reveal significant differences between control and BMP9-injected animals 
(Figure 3.1E). 
 
To evaluate whether differences in glucose clearance between in BMP9-injected animals could 
be a consequence of altered sensitivity to insulin, we performed intraperitoneal insulin tolerance 
test (IPITT).  Control and BMP9-injected animals showed an early decrease in blood glucose 
concentrations in response to insulin injection (control:  10.6 mmol/l before vs. 7.3 mmol/l 30 
min after insulin injection) (BMP9: 11.2 mmol/l before vs 7.2 mmol/l after insulin injection) 
(Figure 3.1F). As BMP9 and control-injected animals responded similarly to insulin injection 
(0.5 U/kg), these data suggest that BMP9 expression does not alter insulin sensitivity. 
 
3.2 BMP9 inhibits hepatic gluconeogenesis in fasted non-diabetic mice.  
 
Blood glucose conversion following pyruvate challenge is known to be altered in mice with 
liver-specific changes in expression of genes important for gluconeogenesis (Wang et al., 2015). 
We challenged mice injected three days prior with adenoviral particles with pyruvate to evaluate 
if chronic BMP9 delivery could alter the metabolic conversion of a gluconeogenic substrate to 
glucose. As expected, control mice responded strongly to pyruvate by increasing blood glucose, 
which peaked 30 minutes after pyruvate injections and gradually decreased afterwards (Figure 
3.2A). However, mice treated with BMP9 adenoviral particles showed little to no response to 
pyruvate delivery, suggesting impaired gluconeogenesis.  
 
We then analyzed the hepatic expression of proteins involved in gluconeogenesis. The 
transcription factor FOXO1 has been reported to be a critical regulator of hepatic 
gluconeogenesis through its induction of the expression of gluconeogenic enzymes, including 
PEPCK (encoded by PCK1) and G6Pase, (encoded by G6PC), which are rate-limiting enzymes 
in hepatic gluconeogenesis (Gross et al., 2009; Lu et al., 2012). It is generally accepted that 
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FOXO1 is active during fasting and inactivated by AKT-induced phosphorylation, which is the 
predominant mechanism by which insulin suppresses hepatic gluconeogenesis after a meal (Lu 
et al., 2012).  Liver samples from mice injected three days prior with adenoviral particles were 
subjected to western blot analysis (Figure 3.2B-C). Protein analysis (Figure 3.2B) and 
densitometric quantification (Figure 3.2C) revealed a significant increase in FOXO1 
phosphorylation which was associated with an overall decrease in total FOXO1 levels. 
Quantitative PCR analysis of FOXO1 on liver samples did not show any significative difference 
between Ad-BMP9 and Ad-CTL fasted mice (Figure 3.2D), suggesting that decreased FOXO1 
protein levels in BMP9-treated animals are a consequence of posttranslational modifications 
such as phosphorylation. Increased FOXO1 phosphorylation at Ser256 has been shown to lead 
to nuclear exclusion, and combined with lower expression of the total protein, suggest decreased 
transcriptional activity (Matsuzaki et al., 2003; Nakae et al., 2001; OSullivan et al., 2015; Smith 
et al., 2017). Accordingly, when we performed FOXO1 immunofluorescent staining on AML12 
hepatocytes treated O/N with 100ng/ml BMP9, we observed decreased overall FOXO1 
fluorescence intensity and nuclear localization (Figure 3.2E), which was revealed by 
quantification of nuclear FOXO1 foci (Figure 3.2F). 
 
We also observed a significant reduction in associated downstream hepatic enzymes PEPCK 
and G6Pase in BMP9-overexpressing animals compared to Ad-CTL (Figure 3.2B-C). In 
contrast to FOXO1, analysis of RNA transcripts of gluconeogenic enzymes in mouse liver 
samples by real time PCR showed a significant decrease of pepk1, g6pc and fbp1 in Ad-BMP9 
treated mice compared to Ad-CTL (Figure 3.2G), consistent with decreased transcriptional 
activity of FOXO1. These data suggest that BMP9 leads to FOXO1 phosphorylation, which 
results in its degradation and/or nuclear exclusion, in turn leading to decreased transcription of 
its targets pepk1, g6pc and fbp1. 
 
We next evaluated whether FOXO1 phosphorylation and degradation could be directly 
regulated through BMP9 signaling. Immunoblotting of AML12 mouse hepatocytes treated with 
BMP9 for 20 hrs at different concentrations (0, 10 and 100 ng/mL) revealed a marked dose-
dependent phosphorylation of AKT, an important upstream regulator of FOXO1 activity. 
Indeed, we also observed a significant reduction in FOXO1 protein levels. Importantly, we also 
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observed a reduction of PEPCK and G6Pase following BMP9 treatment at both concentrations 
(Figure 3.2H,I). Interestingly, as G6Pase plays a central role in releasing free glucose from 
glucose-6-phosphate, decreased levels of hepatic G6Pase were associated with a significative 3-
fold increase in G6P accumulation in mice injected three days prior with Ad-BMP9 compared 
to Ad-CTL (Figure 3.3A). Taken together, these data suggest that BMP9 may be a potent 
inhibitor of hepatic glucose release through the modulation of FOXO1 hepatic levels and the 
expression of its downstream targets pepk1, g6pc and fbp1.    
 
3.3 BMP9 treatment leads to decreased hepatic glycogen contents and Glucose-6-Phosphate 
accumulation  
 
Glycogenesis and glycogenolysis in hepatocytes are dependent on the concentrations of 
circulating glucose levels and gluconeogenic precursors as well as insulin and glucagon 
production  (Aronoff et al., 2004; Roder et al., 2016; Service, 1991) High concentrations of 
glucose (15-25 mM) and gluconeogenic precursors (lactate and pyruvate) have been shown to 
have a synergistic effect on glycogen deposition in both periportal and perivenous hepatocytes 
(Agius et al., 1990) Given that BMP9 blocks gluconeogenesis and leads to decreased fasting 
glucose levels, we evaluated the consequences of chronic BMP9 delivery on hepatic glycogen 
storage. Liver glycogen content was measured in fasting mice, and we show that Ad-BMP9 
mice had significantly decreased stores compared to Ad-CTL mice (Figure 3.3B). To determine 
whether changes in gluconeogenesis and glycogen contents that were observed with BMP9 
overexpression were associated with changes in glucagon release, glucagon levels were 
evaluated by western blot from pancreatic tissue harvested from control or BMP9-
overexpressing mice (Figure 3.3C). Quantifications of band intensity revealed a significant 
increase in glucagon in BMP9-overexpressing mice (Figure 3.3D). Increased glucagon levels 
could represent a counterregulatory consequence of inadequate gluconeogenesis and low blood 
glucose levels in BMP9-expressing mice. 
 
3.4 Long term exposure to BMP9 improves glucose control in diabetic mice  
 
We next evaluated whether chronic BMP9 delivery could regulate blood glucose levels in STZ 
diabetic mice (Figure 3.4). In our standard protocol, elevated blood glucose levels (17 mmol/L) 
observed post-STZ injections are used to confirm diabetes in mice (Cerani et al., 2013). Two 
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weeks after STZ induction and stabilization of blood glycemia, (Figure 3.4A; Figure S3.1B), 
mice received intraperitoneal adenoviral particles encoding either BMP9 or empty vector CTL 
(Figure 3.4B). Non-diabetic mice injected with citrate buffer also received injections of 
adenoviruses and were used as controls (Figure 3.4C). Levels of circulating BMP9 following 
adenovirus injections remained elevated 4 weeks after delivery in diabetic mice (82.7 pg/ml for 
Ad-BMP9 vs 22.8 for Ad-CTL) (Figure S.3.1C). Three days after delivery of BMP9 adenoviral 
particles, we observed a sharp decrease in blood glucose levels (22,9 mM before vs 12,7 mM 
after injections) in diabetic mice, which remained lower than CTL mice for up to three weeks 
(Figure 3.4B). Over the course of the experiment, no significant changes in body weight or food 
intake were noted (Figure S3.1D-E). In non-diabetic mice, BMP9 delivery did not significantly 
alter blood glucose levels (Figure 3.4C). Analysis of insulin levels showed a significant 
decrease in STZ-injected mice compared to citrate-injected mice; in both diabetic and non-
diabetic mice, BMP9 adenoviral delivery did not significantly alter insulin levels (Figure 3.4D). 
 
Clinical use of advanced glycation end-products (AGE) such as HbA1C and fructosamine levels 
provide more information about long-term glycemia than do acute measurements of blood 
glucose concentrations, which reflect only current momentary situation. We measured 
fructosamine levels (glycated albumin), which are representative of short-term control of blood 
sugar for the past 1-3 weeks and provide a precise information on glucose control (Callejas et 
al., 2013). Fructosamine levels, which were significantly higher in STZ-injected mice compared 
to citrate-injected mice, decreased significantly in Ad-BMP9 diabetic mice compared to Ad-
CTL diabetic animals (Figure 3.4E). Together, these data confirm that sustained BMP9 
expression in diabetic mice leads to an improved control of blood glycemia over longer periods.  
 
3.5 Chronic treatment with BMP9 regulates the hepatic gluconeogenic response in STZ-mice 
 
Hepatic gluconeogenesis is increased in mice with type-1 diabetes (Petersen et al., 2017). We 
examined whether treatment with BMP9 in diabetic mice also led to changes in hepatic 
gluconeogenic enzymes RNA levels (Figure 3.5A). Accordingly, we observed a significant 
increase in pepck, g6pase and fbpase expression in STZ-treated Ad-CTL mice compared to non-
diabetic Ad-CTL treated mice (Figure 3.5A). Treatment with Ad-BMP9 resulted in a marked 
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inhibition of pepck, fbpase and to a lesser extent of g6pase, compared to Ad-CTL, in both non-
diabetic and diabetic animals (Figure 3.5A).  
 
Given that the expression of these enzymes is modulated through FOXO1, we investigated liver 
homogenates by western blot to evaluate FOXO1 levels following BMP9 treatments in diabetic 
animals (Figure 3.5B-C).  Immunoblotting revealed a reduction in hepatic FOXO1 protein 
levels in Ad-BMP9 mice compared to Ad-CTL diabetic mice. Taken together, these data show 
that long-term BMP9 treatment in diabetic animals result in lower FOXO1 protein levels and a 
significant reduction in the expression of gluconeogenic enzymes. 
 
3.6 BMP9 modulates hormonal regulation of glucose homeostasis in diabetic animals. 
 
We evaluated liver glycogen content in control and diabetic mice four weeks after delivery of 
adenoviral particles. As previously reported, STZ treatment in mice resulted in a significant 
decrease in hepatic glycogen content (Alkhalidy et al., 2018; Hammad et al., 1982; Rerup et al., 
1969). In diabetic mice, treatment with Ad-BMP9 further decreased glycogen content compared 
to Ad-CTL animals (Figure 3.6A). Analysis of pancreatic lysates by western blot revealed a 
50% increase in pancreatic glucagon content in Ad-BMP9 compared to Ad-CTL STZ mice 
(Figure 3.6B), although these changes were not significant. Corticosterone is known to have a 
permissive effect on glucagon, antagonizes insulin and accelerates gluconeogenesis through 
activation of pepck and g6pase genes (Yabaluri et al., 2010). We investigated whether serum 
glucocorticoid corticosterone levels are affected by BMP9 treatment in diabetic mice. While the 
induction of diabetes did not significantly alter the levels of corticosterone, we found that Ad-
BMP9 diabetic mice had significantly lower levels of plasma corticosterone compared to Ad-
CTL diabetic animals (Figure 3.6C). These data show that BMP9 reduces counterregulatory 
hormone corticosterone, which may hinder glucose production and contribute to the effects of 
BMP9 on gluconeogenesis. 
  
3.7. BMP9 mediated AKT suppression of gluconeogenesis requires Alk3    
 
In endothelial cells, BMP9 mediates vascular quiescence through Alk1/Smad1,5,9 signaling, 
but it is unknown which receptors/signaling pathways mediate the effects of BMP9 on 
gluconeogenesis in hepatic cells. A 15 minutes stimulation of AML12 hepatocytes with BMP9 
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resulted in rapid phosphorylation of Smad1,5,9 at 10 and 100 ng/ml (Figure 3.7A-B). 
Phosphorylation of non-canonical AKT/FOXO1 in response to BMP9 was also observed. These 
data suggest that BMP9 directly triggers phosphorylation of these proteins in hepatocytes. 
BMP9 is a high affinity ligand for Alk1, which mediates most of its effects in the vascular 
endothelium (David et al., 2007). Studies have also revealed that BMP9 can bind with lower 
affinity to Alk2, Alk3 and Alk7 (Brown et al., 2005; Coskuner et al., 2017; Mi et al., 2015; 
Scharpfenecker et al., 2007). To evaluate which receptor mediates BMP9-induced 
phosphorylation of AKT and FOXO1 in hepatic cells, we assessed the expression of BMP9 
receptors in liver samples and AML12 cells by qPCR (Alk1 (acvrl1), Alk2 (acvr1), Alk3 
(bmpr1a) and Alk7 (acvr1c); Figure 3.7C).  In both liver samples and cultured hepatocytes, 
both Alk2 and particularly Alk3 showed robust expression but expression of Alk1 and Alk7 was 
significantly lower both in vivo and in vitro. To evaluate the contribution of type I BMP 
receptors in BMP9-mediated phosphorylation of AKT and FOXO1, these receptors were 
inhibited in cultured hepatocytes using siRNA silencing (Figure 3.7D-E; Figure S3.1F). 
Transfection significantly downregulated each type 1 receptor mRNA levels (63%, 70%, 65% 
and 64% relative to scrambled siRNA for acvrl1, acvr1, bmpr1a and acvr1c, respectively 
(Figure S3.1F). As observed previously, a 15-minute stimulation with 100 ng/ml BMP9 
resulted in phosphorylation of AKT and FOXO1 in scrambled siRNA-transfected cells. 
However, the phosphorylation of both AKT and FOXO1 in response to BMP9 was completely 
abrogated when Alk3 was silenced (Figure 3.7D). By contrast, knockdown of Alk1, Alk2 and 
Alk7 showed no significant alterations in BMP9 signaling. These data suggest that BMP9 
signaling may be mediated by Alk3 in hepatocytes, as opposed to endothelial cells, where Alk1 
is responsible for most of BMP9 signaling. We also evaluated the contribution of Alk3 in BMP9-
induced down-regulation of gluconeogenic enzymes. A 20h stimulation with BMP9 resulted in 
a significant decrease in FOXO1, PEPCK and G6pase protein levels in scrambled-transfected 
cells (Figure 3.7E). Similarly to what was observed with AKT and FOXO1 phosphorylation, 
inhibition of Alk3 abrogated the effects of BMP9 on gluconeogenic enzyme expression, whereas 
knockdown of Alk1, Alk2 and Alk7 did not (Figure 3.7E). Taken together, these data show that 
BMP9 can lead to the phosphorylation and degradation of FOXO1 and the downregulation of 
gluconeogenic enzymes in cultured hepatocytes through the receptor Alk3. 
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3.5 Discussion 
 
 
Exacerbated glucose production from hepatic gluconeogenesis is a hallmark of elevated chronic 
hyperglycemia and is a contributing factor to diabetes-related complications. In the current 
study, we found that normalization of blood glucose levels following BMP9 overexpression in 
STZ-diabetic mice correlated with inhibition of gluconeogenesis and the depletion of hepatic 
glycogen. In addition, chronic overexpression of BMP9 in diabetic mice was associated with 
increased glucagon and decreased corticosterone serum levels. Mechanistically, we 
demonstrated that treatment of hepatic cells with BMP9 results in activation of AKT signaling, 
leading to the phosphorylation of FOXO1, which is directly involved in the transcription of 
gluconeogenic enzymes, including PEPCK and G6Pase. Indeed, FOXO1 phosphorylation at 
serine 256 by AKT leads to its degradation and exclusion from the nucleus (Matsuzaki et al., 
2003) Our data with BMP9 are therefore consistent with studies that have shown that 
phosphorylation of FOXO1 is associated with inhibition of gluconeogenesis (Matsuzaki et al., 
2003; OSullivan et al., 2015; Smith et al., 2017).  
 
BMP9 strongly decreased levels of gluconeogenic enzymes PEPCK and G6Pase in the liver. 
Early studies have shown that deficiency in G6Pase results in marked hypoglycemia (Cori et 
al., 1952; Illingworth, 1965). Considering the pivotal role of G6Pase in producing free glucose 
from gluconeogenesis and glycogenolysis (Service, 1991), G6Pase inhibition by BMP9 
treatments may lead to reduced hepatic conversion of Glucose-6-Phosphate and decreased 
glucose release. Glucose-6-Phosphate would be segregated at the subcellular level due to 
G6Pase deficiency in the presence of elevated BMP9 levels (Figure 3.3A). Since we found that 
PEPCK was reduced by BMP9, and would consequently diminish levels of Glucose-6-
Phosphate synthesized through gluconeogenesis, Glucose-6-Phosphate  accumulation in fasting 
mice could be a consequence of increased glycogenolysis in link to the observation that BMP9-
treated mice display lower hepatic glycogen contents (Yabaluri et al., 2010).  Globally these 
data suggest that the overall reduced glucose output associated with BMP9 overexpression 
might be principally due through inhibition of liver G6Pase. 
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The liver is highly responsive to glucagon secretion (Berg et al., 2002) from the pancreas, which 
stimulates rapid hepatic glucose production from glycogenolysis (Winnick et al., 2016) under 
fasting normal state (Aronoff et al., 2004). In diabetes, insulin is ineffective at suppressing 
glucagon secretion which results in elevated hepatic glucose production (Aronoff et al., 2004).  
BMP9 overexpressing mice showed an increase in pancreatic glucagon levels which could be 
an indirect regulatory feed-back as a consequence of chronic hypoglycemia secondary to 
decreased gluconeogenesis (Service, 1991), since its major function is to maintain blood glucose 
levels in hypoglycemic conditions (Young, 2005). Glucagon might exert an early shift in 
hormonal counter glucoregulatory mechanisms in postabsorptive metabolic stages in response 
to glucose lowering effects of BMP9. 
 
While we report data on autocrine or paracrine effects of BMP9 on liver gluconeogenesis, renal 
gluconeogenesis is also a major contributor to blood glucose production (Gerich, 2001; Gerich 
et al., 2001).   Interestingly, our data show that BMP9 lowers blood glucocorticoid levels, 
measured by corticosterone which is produced by the renal cortex and is a major site of kidney 
gluconeogenic enzymatic activity and glucose production. Prolonged exposure to 
glucocorticoids leads to a diabetic-like state due to the increase in plasma glucose, while low 
glucocorticoid concentrations lead to hypoglycemia, decreased glycogen stores, and 
hypersensitivity to insulin (McKay, 2003). In this context, decreases in corticosteroids also 
suggest reduced glucocorticoid gene induction of PEPCK and G6Pase through AMPK mediated 
activation (Cassuto et al., 2005; Kinote et al., 2012). Further studies are required to determine 
whether corticosteroid regulation by BMP9 is hypothalamic or at the peripheral level.  
 
During vascular development, BMP9 and the closely-related BMP10 mediate vascular 
development by binding and activating the receptor Alk1, which is predominantly expressed in 
the vascular endothelium (David et al., 2007; Panchenko et al., 1996; Roelen et al., 1997) 
Activation of Alk1 results in the recruitment and phosphorylation of Smad1,5,9, which in turn 
modulate the expression of several genes involved in the angiogenic response (Larrivee et al., 
2012; Lux et al., 2006; Orlova et al., 2011). In contrast to its effects on vascular development, 
relatively little is known of the mechanisms by which BMP9 regulates glucose homeostasis. 
Our data suggest that Alk1 signaling does not appear to be involved in this process. Indeed, we 
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detected little expression of this receptor in cultured hepatocytes or liver samples, and further 
knockdown of Alk1 did not abrogate BMP9-mediated phosphorylation of FOXO1 and 
inhibition of gluconeogenic enzymes. By contrast, inhibition of the type I BMP receptor Alk3 
resulted in complete suppression of the effects of BMP9 on gluconeogenic enzymes expression. 
Interestingly, it has previously been reported that Alk3 is required for the regulation of glucose 
levels in a study involving Alk3 heterozygote knockout mice, which exhibited abnormal glucose 
metabolism and glucose intolerance (Scott et al., 2009). While Alk1 has been presented as the 
main interacting partner for BMP9, with an EC50 of 50 pg/ml, several studies have shown that 
it also interacts with Alk3, albeit with a lower affinity with an EC50 of 50 ng/ml (Bidart et al., 
2012). BMP9 is constitutively produced by the liver and secreted into the circulation, and serum 
levels of total active forms of BMP9 in humans are between 2–10 ng/ml as measured by activity 
and ~300-444 pg/ml by ELISA (Herrera et al., 2009; Kienast et al., 2016; Wei et al., 2014). In 
mice, the levels of the mature form of BMP9 are lower (~50 pg/mL) relative to the levels 
described in humans (80-120 pg/mL) (Kienast et al., 2016; Xu et al., 2017). Concentrations of 
endogenous BMP9 are therefore likely to have a limited effect on liver gluconeogenesis through 
Alk3 signaling, although it remains possible that local hepatic endogenous concentrations of 
BMP9, which is produced in the liver, remain higher than those observed in circulation and are 
sufficient to efficiently activate Alk3 signaling. Indeed, a role for endogenous BMP9 on hepatic 
gluconeogenesis is supported by recently published data showing that hepatic delivery of 
shRNA plasmid targeting mouse BMP9 in vivo results in exacerbated glucose tolerance and 
elevated PEPCK expression (Jia et al., 2019) Our data also suggest that BMP2, BMP4 or BMP6, 
which are the main physiological ligands for Alk3, may be also efficient at regulating hepatic 
gluconeogenesis and therapies involving delivery of Alk3 agonists may represent an effective 
strategy to control hepatic gluconeogenesis.  
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3.6 Conclusion 
 
 
Taken together, our data show that BMP9 ameliorates glucose control in a model of type 1 
diabetes through non-canonical Alk3/AKT/FOXO1 signaling and regulation of gluconeogenic 
enzymes, and suggest that pharmacological activation of this signaling pathway could be of 
interest for the development of novel strategies to help maintain glucose homeostasis in diabetic 
patients.  
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3.7 Figures Article 2 
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Figure 3.1. BMP9 overexpression improves glucose tolerance in fasted mice. (A) Time line 
for tolerance tests; after a single intraperitoneal injection of adenoviral particles (5 X 108 PFU) 
encoding BMP9 (Ad-BMP9) or empty vector (Ad-CTL) 3 days prior, IPGTT, IPPTT or IPITT 
were performed. (B) Blood glucose concentrations in fasting mice (16h) 3 days after injections 
of adenoviral particles. (C) Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) in 16h fasting mice 
following intraperitoneal glucose injections (2 g/kg). Glucose concentrations were measured 
from blood collected at fixed intervals. (D) Area under the curve (AUC) for each group was 
calculated.  Ad-CTL; n=9; Ad-BMP9; n=6. (E) Blood insulin concentrations in fasting mice 
(16h) 3 days after injections of adenoviral particles (n=3 mice per group). (F) Intraperitoneal 
insulin tolerance test (IPITT) in mice following intraperitoneal insulin injections (0.5 units/kg) 
after 4 hrs of fasting. Glucose concentrations were measured from blood collected at fixed 
intervals (n= 6 mice per group). Results are expressed means ± SEM. Statistically significant 
differences were measured by Student’s t test (*P<0.05). NS indicates no significance.  
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Figure 3.2. BMP9 regulates liver gluconeogenesis in mice. (A) Intraperitoneal pyruvate 
tolerance test (IPPTT). Hepatic gluconeogenesis assessed by blood glucose measurements 
before (0 min) and after a 2 hrs pyruvate load (1 mg/g body weight) in Ad-BMP9 or Ad-CTL 
fasting mice.  (B) Western blot analysis of liver proteins 3 days after adenoviral delivery of Ad-
BMP9 and Ad-CTL. (C) Densitometric analysis of immunoblots shown in figure 2B. (D) 
Quantitative PCR analysis of FOXO1 from liver RNA 3 days after adenoviral delivery of Ad-
BMP9 and Ad-CTL. n= 3 mice per group. (E) FOXO1 immunofluorescence (red) of starved 
hepatic cells stimulated for 16 hrs with or without 100 ng/ml BMP9, visualized by confocal 
microscopy. Cells were counterstained with DAPI (blue). Scale bar: 20 µm. (F) Quantitation of 
FOXO1 foci in hepatocytes nuclei treated with (n=50 cells) or without BMP9 (n=50 cells) as 
shown in (E). (G) Quantitative PCR analysis of PEPK1, FBP1 and G6PC RNA levels in Ad-
BMP9 or Ad-CTL-injected mice; n= 3 mice per group. (H) Mouse hepatocytes were treated 
with rhBMP9 at different concentrations (0, 10, 100 ng/mL) for 20 hrs and analyzed by 
immunoblotting. Representative blots are shown. (I) Quantification of immunoblots were 
performed from three independent experiments. All values are expressed as mean±SEM. 
Statistically significant differences were measured by Student’s t test *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. NS indicates no significance. 
 
 
 
Figure 3.3. BMP9 overexpression decreases hepatic glycogen content and is associated 
with increased glucagon production. (A) Glucose-6-phosphate hepatic content in fasting 
(16hrs) Ad-BMP9 and Ad-CTL-injected mice. (B) Glycogen hepatic content in fasting (16hrs) 
Ad-CTL and Ad-BMP9 mice. (C) Western blot analysis of pancreatic glucagon in fasting mice. 
(D) Densitometric analysis of immunoblots shown in (C). All values are represented as 
mean±SEM with significance starting at *p<0.05, ***p<0.001 using Student’s t test. 
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Figure 3.4. BMP9 expression improves glycemic control in diabetic mice. (A) Timeline of 
STZ-induced diabetes experiments: C57/Bl6 mice were injected with STZ for 5 consecutive 
days. Once blood glucose levels stabilized after two weeks, adenoviral particles expressing 
BMP9 (Ad-BMP9) or empty vector (Ad-CTL) were injected intraperitoneally (5x108 pfu). 
Blood glucose levels were measured at different time points for up to 6 weeks, after which mice 
were sacrificed. (B) Blood glucose levels in STZ diabetic fed mice before and after adenoviral 
injections. Ad-CTL DB (n=10) and Ad-BMP9 DB (n=9). (C) Blood Glucose levels in sodium 
citrate-injected fed mice before and after adenoviral injections. Ad-CTL (n=4) and Ad-BMP9 
(n=5). (D) Insulin plasma levels in control and STZ-injected mice 4 weeks after adenoviral 
injections. Ad-CTL (n=4), Ad-BMP9 (n=5), Ad-CTL DB (n=9), Ad-BMP9 DB (n=10). (E) 
Serum fructosamine levels in control and STZ-injected mice 4 weeks after adenoviral injections. 
Differences between means were analyzed using Student’s t test (B C and D). *p<0.05; 
**p<0.01, ***p<0.001. NS indicates nonsignificant. 
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Figure 3.5. BMP9 regulates expression of gluconeogenic enzymes and FOXO1 protein 
levels in vivo (A) Real time quantitative PCR results of hepatic gluconeogenic enzymes in 
diabetic or non-diabetic Ad-CTL or Ad-BMP9 mice (n=3 experiments). (B) Western blot 
analysis of liver homogenates probed with anti-total FOXO1 and β-actin.  (C) Densitometric 
quantification of immunoblots shown in (B). Values are shown as mean±SEM and significance 
in between groups calculated by Student’s t test. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 3.6. BMP9 expression affects key regulatory hormones and metabolites in diabetic 
mice. (A) Glycogen levels in liver homogenates of Ad-CTL, Ad-CTL DB and Ad-CTL DB. (B-
C) Western blot analysis of glucagon in pancreatic tissue homogenates and densitometric band 
analysis (lower panel) (D) Plasma corticosterone was measured by competitive ELISA. Data 
are represented as mean±SEM and statistical analysis was performed using one-way ANOVA 
analysis with significative Tukey’s post hoc test for comparison between groups. *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 3.7. BMP9 signaling and inhibition of gluconeogenic enzymes in hepatic cells is 
mediated by Alk3. (A) Mouse hepatocytes were treated with rhBMP9 at different 
concentrations (0, 10, 100 ng/mL) for 15 min and analyzed by immunoblotting for AKT/FOXO1 
signaling. Immunoblot shown is representative of 3 independent experiments. (B) Densitometric 
analysis of immunoblots. (C) Quantitative analysis of BMP type I receptors in RNA extracted 
from liver tissue isolated from 12-week-old mice (upper panel) or AML12 hepatocytes (lower 
panel). Changes in RNA levels of receptors where calculated relative to β-actin copies. (D-E) 
Immunoblot analysis of hepatocytes stimulated for 15 min (D) or 20 hours (E) with rhBMP9. 
Phosphorylation of AKT/FOXO1 (D) and expression of gluconeogenic enzymes (E) were 
assessed using appropriate antibodies. Blots shown are representative of 3 independent 
experiments. Quantification of blots is shown on corresponding graphs. All values are expressed 
as mean±SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 calculated from Student’s t test. 
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3.8 Supplementary Data Article 2 
 
 
 
Supp. Figure S3.1. (A) ELISA of BMP9 serum concentrations in fasting mice three days after 
adenoviral delivery. (B) Blood glucose levels measured 14 days after STZ injections in C57/Bl6 
mice, prior to adenoviral delivery. (C) ELISA of BMP9 serum concentrations in diabetic mice 
28 days after adenoviral delivery. (D) Average food intake calculated in grams/mouse/day 
monitored for 6 weeks for CTL (n=8), Ad-CTL (n=4), Ad-CTL DB (n=4) and Ad-BMP9 DB 
(n=4) mice. (E)  Body weights in STZ diabetic mice after adenoviral delivery. CTL (n=8), Ad-
CTL (n=4), Ad-CTL DB (n=4) and Ad-BMP9 DB (n=4). (F) Quantitative PCR analysis of type 
I BMP receptors in AML12 hepatocytes 48 hours after transfection with siRNA. RNA levels 
where normalized to β-actin and normalized to scrambled siRNA-transfected samples. Results 
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are shown as means±SEM which represent three separate experiment. Statistical differences 
assessed by Student’s t ***p<0.001. Values are expressed as mean±SEM, significance was 
calculated with Student’s t test ***p<0.001; **p<0.01.  
 
 
 
 
Table S1. List of primary antibodies used in Western Blotting analysis. Primary antibodies 
used for Western blotting are listed by antigen target, catalogue ID number, concentrations 
used and manufacturer. 
Antigen  Antibody Id Concentration Manufacturer 
ALK1 AF770 0,4 µg/mL R & D 
pAKT (Ser473) cs4060 10 µM Cell Signaling technology 
AKT cs 11E7 10 µM Cell Signaling technology 
pFOXO1 (Ser256) cs9461T 10 µM Cell Signaling technology 
FOXO1 cs2880 10 µM Cell Signaling technology 
pSmad1,5,9  cs5810 10 µM Cell Signaling technology 
Smad1 cs6944 10 µM Cell Signaling technology 
pSmad2/3  csD27F4 10 µM Cell Signaling technology 
Smad2/3  cs3102 10 µM Cell Signaling technology 
PEPCK sc271029 0.2 µg/mL Santa Cruz 
G6Pase  sc398155 0,2 µg/mL Santa Cruz 
Glucagon sc514592 0.2 µg/mL Santa Cruz 
Insulin B  sc377071 0.2 µg/mL Santa Cruz 
β-actin sc1616 or sc8432 0.1 µg/mL Santa Cruz 
 
Table S2. Primer pairs used in qPCR analysis.  
Symbol Forward Reverse 
FOXO1 5’-ACATTTCGTCCTCGAACCACTCA-3’ 5’-ATTTCAGACAGACTGGGCAGCGTA-3’ 
PCK1 5’-CCACAGCTGCTGCAGAACA-3’ 5’-GAAGGGTCGCATGGCAAA-3’ 
FBP1 5’-GCTCTGCACCGCGATCA-3’ 5’-ACATTGGTTGGTTGAGCCAGCGATA-3’ 
G6PC 5’-CCGGATCTACCTTGCTGCTCACTTT-3’ 5’-TAGCAGGTAGAATCCAAGCGCGAAA-3’ 
β-actin  5’-GACGGCCAGGTGATATCACTA-3’ 5’-CCACACGATTCCATACCCA-3’ 
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4.1 Sommaire des résultats  
 
La préservation de l’intégrité de la barrière hémato-rétinienne interne est essentielle pour un 
approvisionnement sanguin adéquat permettant de maintenir la fonction visuelle. En plus 
d’inhiber plusieurs facteurs protecteurs vasculaires, l’hyperglycémie chronique durant le diabète 
mène à l’activation de plusieurs voies intracellulaires qui induisent l’expression de plusieurs 
médiateurs pathogéniques rétiniens, dont le VEGF, qui affecte l’intégrité des jonctions 
endothéliales menant à l’hyperperméabilité de la iBHR. L’extravasation de fluides dans le tissu 
interstitiel rétinien en conséquence d’une hyperperméabilité des vaisseaux rétiniens est l’une 
des principales causes de la perte de vision chez les personnes atteintes d’OMD. Globalement, 
cette recherche identifie deux modes d’actions de la signalisation BMP9 qui peuvent contribuer 
à protéger l’endothélium rétinien dans le diabète : en contrecarrant i) l’effet de l’hyperglycémie 
et ii) l’hyperperméabilité endothéliale rétinienne.  
 
4.1.1 L’effet de l’hyperglycémie sur les jonctions et la perméabilité  
endothéliale 
 
 
L’endothélium vasculaire de la BHR est un tissu fonctionnel complexe qui régule la frontière 
entre la circulation sanguine et les tissus. Le maintien de l’intégrité de cette monocouche est 
essentiel dans le contrôle de la perméabilité des substances potentiellement toxiques de la 
neurorétine. En concordance avec des données publiées, nous avons trouvé que la distribution  
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de la VE-cadhérine et de l’occludine aux jonctions est désorganisée et réduite dans les cellules 
endothéliales exposées à l’hyperglycémie, et que la voie VEGF/VEGFR2/Src était suractivée 
provoquant une phosphorylation excessive de la VE-cadhérine (Dejana et al., 2008; Esser et al., 
1998; Peng et al., 2013). De plus, comme il a déjà été documenté (Esser et al., 1998), nous avons 
trouvé que l’hyperperméabilité de la monocouche de HUVEC était associée à ces altérations 
des jonctions interendothéliales. Bien que moins sensibles à l’hyperglycémie, les cellules 
endothéliales microvasculaires rétiniennes humaines (HRMEC) démontrent aussi ces altérations 
fonctionnelles en conditions hyperglycémiques. Ces résultats sont consistants avec plusieurs 
études in vitro et in vivo qui supportent le concept que les cellules endothéliales 
microvasculaires (HRMEC) ou macrovasculaires (HUVEC) et leurs jonctions sont affectées en 
hyperglycémie, qui est une condition sous-jacente à plusieurs autres conditions telles que le 
stress oxydatif, l’hypoxie et la création d’un environnement pro-inflammatoire (Antonetti et al., 
1998; Behzadian et al., 2001; Esser et al., 1998; Gavard et al., 2006; Giebel et al., 2005; Matsuda 
et al., 2015; Rangasamy et al., 2011; Rochfort et al., 2014; Saker et al., 2014; Scheppke et al., 
2008; Stewart et al., 2016). Ces observations présentent des implications pour le développement 
de l’OMD, puisque la modification des protéines aux jonctions endothéliales menant à la 
dysfonction et la dégradation de la iBHR implique l’accumulation de fluides rétiniens d’origine 
vasogénique. Ceci a d’ailleurs été démontré dans plusieurs études, où l’hyperglycémie 
chronique est associée à une perméabilité accrue de la iBHR (Cerani et al., 2013; Xu et al., 
2001). Bien que l’hyperglycémie seule puisse causer des altérations dégradant les jonctions 
étanches et d’ancrage, menant à l’hyperperméabilité, les mécanismes moléculaires sous-jacents 
à ce processus ne sont pas encore bien compris. Nous avons trouvé que ces altérations 
moléculaires des protéines jonctionnelles et la perte d’intégrité de la barrière endothéliale 
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menant à l’hyperperméabilité rétinienne hyperglycémique étaient associées à une perte de 
fonction de la voie BMP9/Alk1.  
 
4.1.2 Perte de fonction de la voie Alk1 en hyperglycémie      
 
Bien que la signalisation BMP9/Alk1 soit connue pour ses contributions dans la morphogenèse 
vasculaire, son rôle dans l’hyperperméabilité endothéliale induite par le diabète reste inconnu. 
Dans nos études, nous avons démontré que la voie de quiescence BMP9/Alk1/Smad1,5,9 est 
inhibée in vivo et in vitro dans l’endothélium hyperglycémique/diabétique ainsi que dans le tissu 
rétinien. Cela suggère que cette voie jouerait un rôle dans la stabilité de l’endothélium et 
contribuerait à préserver l’intégrité et la fonction de la iBHR. Nous avons démontré que 
l’invalidation d’Alk1 mime l’effet de l’hyperglycémie dans l’OMD, menant à une 
hyperperméabilité de la iBHR. Nous avons montré que l’haploinsuffisance d’Alk1 en 
hyperglycémie exacerbe l’hyperperméabilité de l’endothélium rétinien, qui serait associé à une 
réduction des niveaux de protéines des jonctions occludines et VE-cadhérines. Ces observations 
ont consistantes avec les données empiriques et théoriques sur les pertes de plusieurs fonctions 
vasculaires de cette signalisation à l’échelle humaine et animale, qui incluent les dilatations et 
l’hyperperméabilité de l’endothélium pouvant rappeler les altérations vasculaires observées 
dans l’OMD (Abdalla et al., 2006; Bourdeau et al., 2000; David et al., 2009; Frank et al., 2008; 
Johnson et al., 1996; Lowery et al., 2010; McAllister et al., 1994; Oh et al., 2000; Park et al., 
2009; Srinivasan et al., 2003; Tual-Chalot et al., 2015; Zhou et al., 2016). En somme, ces 
observations d’inhibitions concordent avec le fait que plusieurs facteurs protecteurs vasculaires 
sont inhibés dans le diabète, dont la voie BMP9/Alk1 pourrait faire partie.   
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Figure 4.1. La perte de la signalisation Alk1 dans le diabète exacerbe la signalisation 
VEGFR2/Src et l’hyperperméabilité rétinienne. (Modifié de Claesson-Welsh 2018) 
 
Mécanistiquement, la déficience d’Alk1 exacerbe la signalisation VEGF/VEGFR2/Src, menant 
à la dégradation des jonctions d’ancrage VE-cadhérines, ce qui peut expliquer en partie 
l’hyperperméabilité de l’endothélium hyperglycémique (Figure 4.1) (Scheppke et al., 2008). 
Ces résultats corroborent une étude qui a démontré que la perte d’Alk1 menait à la diminution 
des composantes de la voie Notch, une augmentation de la phosphorylation du VEGFR2 et la 
diminution du VEGFR1, un régulateur négatif de la voie VEGF (Ola et al., 2016). De plus, il a 
été montré que la voie BMP9 régulait négativement l’expression du VEGF et qu’une déplétion 
d’Alk1 augmentait l’expression de VEGF (Shao, E. S. et al., 2009). Des études ont démontré 
que la VE-cadhérine pouvait optimiser la signalisation Smad1,5 par son interaction avec Alk1 
(Rudini 2008). Combinant ces mécanismes d’études publiées à nos résultats in vivo et in vitro 
en conditions physiologiques ou hyperglycémiques, les mécanismes confirmeraient un effet des 
interactions bilatérales fonctionnelles entre Alk1 et VE-cadhérine. Nous pouvons émettre 
l’hypothèse que la diminution des niveaux d’Alk1 dans l’endothélium hyperglycémique 
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déstabiliserait les jonctions endothéliales par la diminution des niveaux d’occludine et de VE-
cadhérine, ce qui atténuerait davantage la signalisation Alk1/Smad1,5,9 et la transcription de 
gènes de quiescence modulée par les VE-cadhérines (Rudini et al., 2008). Cette régulation 
négative de l’interaction Alk1/VE-cadhérine mènerait à une levée d’inhibition et à l’activation 
de la voie VEGFR2/Src (Lampugnani et al., 2006; Lampugnani et al., 2003) amplifiant la 
phosphorylation, l’internalisation et la dégradation de la VE-cadhérine. Ceci causerait une 
boucle négative amplificatrice progressive de dégradation de la barrière de l’endothélium 
vasculaire, menant à une hyperperméabilité vasculaire. Bien que les conditions 
hyperglycémiques et/ou le VEGF puissent dégrader les jonctions occludines des cellules 
endothéliales rétiniennes (Antonetti et al., 1998), il est à préciser que dans notre étude, l’ablation 
d’Alk1 par des siRNA sur une monocouche de cellules endothéliales ou chez les souris 
Alk1ΔEC suggère que la régulation des jonctions occludines par Alk1 s’effectue 
indépendemment de la voie VEGF. Ainsi, la perte d’Alk1 et de sa signalisation en 
hyperglycémie démontre qu’il pourrait jouer un rôle crucial dans le développement et la 
progression de l’OMD.  
 
La diminution d’Alk1 en conditions hyperglycémiques pourrait être régulée par plusieurs 
processus incluant une réduction de son expression transcriptionnelle ou par endocytose et 
dégradation post-traductionnelle au niveau de la protéine (Gonzalez-Nunez et al., 2013; Itoh et 
al., 2007). Plusieurs facteurs de transcriptions sont connus pour réguler l’expression d’Alk1 dont 
principalement Sp1 (Garrido-Martin et al., 2010) et TCF7L2 (Araoka et al., 2010). Par la voie 
d’activation des hexosamines, les modifications post-traductionnelles durant le diabète par 
glycosylation O-linked β-N-Acetylglucosamine (O-GlcNAcylation) de plusieurs protéines dans 
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les plexus internes rétiniens sont d’importance dans la pathophysiologie de la RD (Semba et al., 
2014). La glycosylation de Sp1 (Jackson et al., 1988) peut réprimer ou altérer sa fonction de 
transcription de gènes et favoriser la transactivation de gènes médiateurs proathérogéniques et 
proinflammatoires (Hammes et al., 2003; Madamanchi et al., 2005; Xue et al., 2008; Yang et 
al., 2001; Zhang, X. et al., 2014) incluant l’augmentation du VEGF dans les cellules rétiniennes 
(Donovan et al., 2014). Ces types de modifications peuvent même s’effectuer aux séquences 
CpG aux sites d’initiation de la transcription du promoteur d’Alk1, cruciaux pour l’activité 
transcriptionnelle Sp1 du gène ACVRL1 et ainsi réprimer sa transcription (Gambetta et al., 2015; 
Garrido-Martin et al., 2010). Il est de plus probable que la perte d’activité du facteur de 
transcription TCF7L2 (Facchinello et al., 2017) soit aussi une cause de cette réduction des 
niveaux d’Alk1 en hyperglycémie. Il est intéressant de noter qu’une déficience fonctionnelle du 
TCF7L2 chez l’humain est aussi associée à l’augmentation de susceptibilité au diabète (Grant 
et al., 2006). En effet, les souris hétérozygotes TCF7L2+/- sont caractérisées par l’augmentation 
du glucose sanguin, une diminution de la sécrétion d’insuline, une dysfonction de l’endothélium 
au niveau des capillaires (Cintra et al., 2016; Facchinello et al., 2017) et la dérégulation de 
plusieurs autres hormones impliquées dans l’homéostasie du glucose (Chiang et al., 2012).  
 
L’activation des complexes de récepteurs de type I, II et III mène normalement à leur  
internalisation par endocytose, pour être de façon subséquente recyclés à la surface membranaire 
(Dyer et al., 2014). Notre étude suggère que l’hyperglycémie réduit les niveaux du récepteur 
Alk1 à la surface cellulaire, tout en prévenant son internalisation en réponse à l’activation par 
la BMP9. Ceci pourrait être une conséquence du fait que l’hyperglycémie et le diabète peuvent 
mener à un dysfonctionnement et à l’activation aberrante du système ubiquitine-protéasome 
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rétinien, qui peut être un facteur dans la pathophysiologie de la RD (Aghdam et al., 2013). 
L’induction de la perte des niveaux d’Alk1 est peut-être trop rapide pour être expliquée 
complètement par un intermédiaire transcriptionnel. L’ubiquitination protéasomale sur du court 
terme  pourrait mieux expliquer nos résultats cinétiques , puisque nous avons observé une 
diminution d’Alk1 totale dans les HRMEC entre 2 et 6 heures suite à  une exposition 
hyperglycémique de 11 mM de glucose, qui est concomitante à une perte de la signalisation 
Smad1,5,9. Les protéases extracellulaires MMP, qui sont exprimées de façon aberrantes dans le 
diabète, pourraient aussi être impliquées dans la dégradation d’Alk1 et de VE-cadhérines 
(Navaratna et al., 2007).  
 
4.1.3 Effet restaurateur sur l’endothélium par l’activation de la voie 
BMP9/Alk1  
 
Dans cette étude nous avons démontré une contribution essentielle de la voie BMP9/Alk1 pour 
contrer le développement de l’OMD par l’inhibition de la voie VEGF/VEGFR2/Src et 
l’hyperperméabilité de l’endothélium hyperglycémique (Figure 4.1 et 4.2). L’activation d’Alk1 
par la BMP9 en hyperglycémie renforce la barrière interendothéliale, par la stabilisation des 
niveaux de protéines VE-cadhérine et occludine, ainsi que leurs colocalisations jonctionnelles. 
Cette restauration de la voie BMP9/Alk1, mène à l’induction de gènes stabilisateurs de 
l’endothélium spécifiques à la voie Smad1,5,9 (e.g Id1, Id2), à des gènes associés à la voie 
Dll4/Notch  (e.g Hey, Hes), à l’augmentation des inhibiteurs MMP (TIMP), ainsi que la 
répression de plusieurs gènes pro-inflammatoires et angiogéniques ( VEGF, VEGFR2, HIF-1, 
Ang2, et MMP) (David et al., 2009; David et al., 2008; Larrivee et al., 2012; Oh et al., 2000; 
Ota et al., 2002; Ruiz et al., 2016; Shao, E. S. et al., 2009).  Bien que la perte des péricytes 
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puisse être provoquée par l’hyperglycémie, l’effet restaurateur sur l’endothélium semble 
indépendant de l’effet stabilisateur des péricytes, puisque nous n’avons pas observé de 
différences significatives dans leur couverture des capillaires rétiniens de la iBHR.  
 
Figure 4.2. Signalisation BMP9/Alk1 limitant la signalisation VEGF/VEGFR2 dans 
l’endothélium.  
 
Les mécanismes pour la récupération des protéines jonctionnelles inhibant l’hyperperméabilité 
de l’endothélium en hyperglycémie peuvent s’effectuer à plusieurs niveaux et sont 
multifactoriels. Notre étude démontre que cette restauration médiée par l’activation d’Alk1 par 
la BMP9 augmente la transcription des occludines et stabilise la protéine aux jonctions. Par 
contraste, nous n’avons pas observé d’augmentation transcriptionnelle de la VE-cadhérine, qui 
serait plutôt régulée au niveau post-traductionnel par l’inhibition de sa phosphorylation en 
présence de BMP9. Ceci est consistant avec des études qui ont montré que l’activation d’Alk1 
dans l’endothélium ne changeait pas les niveaux mRNA de VE-cadhérine (Ota et al., 2002). De 
plus dans notre étude, la stabilisation de la VE-cadhérine est associée en partie à l’augmentation 
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des niveaux de protéines d’échafaudage β-caténine par la BMP9 principalement en 
hyperglycémie, ce qui par conséquent favoriserait le maintien du complexe VE-cadhérine/β-
caténine aux jonctions interendothéliales (Schulte et al., 2011).  
 
Durant cette première étude, nous avons observé un autre effet documenté de la BMP9 (Anhe 
et al., 2010; Caperuto et al., 2008; Chen et al., 2003), une régulation des niveaux de glucose 
sanguin des souris diabétiques. Cette modulation des niveaux de glycémie pourrait aussi 
contribuer au maintien de l’intégrité jonctionnelle de la iBHR et à l’inhibition de 
l’hyperperméabilité interendothéliale.  
 
4.1.4 L’effet restaurateur de la glycémie par l’activation de la voie 
BMP9/Alk3  
 
La production excessive de glucose hépatique associée à l’hyperglycémie chronique est un 
contributeur important au dysfonctionnement vasculaire diabétique. Les études du Diabetes 
Clinical Control Trial et la U.K. et Prospective Diabetes Study  (DCCT et l’UKPDS) ont 
démontré que le contrôle strict de la glycémie chez les diabétiques diminue la fréquence de 
plusieurs complications vasculaires (Willard et al., 2012). Bien que les vertus protectrices de la 
voie canonique BMP9 sur l’endothélium vasculaire ont été largement documentées, ses effets 
sur l’homéostasie du glucose restent peu documentés. Il a déjà été reporté que la BMP9 pouvait 
inhiber la gluconéogenèse chez les souris diabétiques, associé à une diminution de la PEPCK 
dans les hépatocytes (Chen et al., 2003). De plus, d’autres indications ont aussi associé à la voie 
PI3K/AKT au niveau de l’absorption du glucose musculaire (Anhe et al., 2010; Chen et al., 
2003). De plus, certains ont attribué indirectement les effets de la BMP9 sur la tolérance au 
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glucose par l’augmentation de la sensibilité à l’insuline ou son expression (Caperuto et al., 
2008). 
Cependant, l’effet hypoglycémiant de la BMP9 demeure à être étudié, ce qui permettrait de 
nouvelles alternatives dans le traitement systémique et local des complications vasculaires. 
Notre deuxième étude met en lumière le rôle de la signalisation non canonique 
BMP9/AKT/FOXO1 dans la régulation de la gluconéogenèse hépatique via Alk3. En effet, une 
seule injection d’adénovirus permettant une expression hépato-spécifique soutenue de BMP9 
(Ad-BMP9) chez les souris diabétiques (DB) a permis d’améliorer le contrôle glycémique sur 
plusieurs semaines.  
 
Nous avons pu observer que les souris Ad-BMP9 à jeun démontraient une meilleure tolérance 
au glucose en réponse à une hyperglycémie aiguë induite par une dose intrapéritonéale de 
glucose (IPGTT). De plus, nous avons observé que les souris Ad-BMP9 ne pouvaient convertir 
le pyruvate en glucose selon le test de tolerance au pyruvate, ce qui suggère une inhibition 
fonctionnelle de la gluconéogenèse. Ceci nous a mené à mesurer l’expression des niveaux de 
protéines des enzymes clés gluconéogéniques, et nous avons observé une nette diminution du 
niveau d’expression des PEPCK et G6Pase.  En aval de la signalisation d’AKT, FOXO1 est 
connue pour son rôle dans l’activation de la gluconéogenèse via l’activation transcriptionelle 
des enzymes gluconéogéniques (Ennequin et al., 2015; Gross et al., 2009; Lu et al., 2012). Nous 
avons pu démontrer que le mécanisme sous-jacent à cet effet implique la phosphorylation et 
l’activation des kinase AKT et la phosphorylation subséquente de FOXO1, qui mène à la 
diminution des niveaux des enzymes gluconéogéniques dans le foie ainsi que dans les cellules 
primaires hépatiques. Une des explications de cette régulation négative enzymatique pourrait 
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être associée directement aux niveaux totaux de FOXO1 ou à sa phosphorylation en position 
S256, qui mènent à son exclusion du noyau ou à sa dégradation. Ceci est aussi supporté par 
l’activation d’AKT en S473 puisque des études ont montré que la phosphorylation S473 d’AKT 
dans le foie menait à une inhibition de la gluconéogenèse hépatique  (Matsuzaki et al., 2003; 
Nakae et al., 2001; OSullivan et al., 2015; Smith et al., 2017). Par l’invalidation des récepteurs 
de type I de la BMP9 par des ARN interférants (siRNA) chez les cellules hépatiques primaires, 
nous avons démontré que cette cascade de signalisation BMP9/AKT-FOXO1 menant à 
l’inhibition de la gluconéogenèse est modulée par le récepteur Alk3 (Figure 13). La perte de la 
signalisation BMP9 via Alk3 mène à une augmentation des enzymes gluconéogéniques, 
associée à l’augmentation des niveaux totaux de FOXO1 qui est concomitante avec une 
diminution de sa phosphorylation et de celle d’AKT. Fait intéressant, Il a été publié que le 
récepteur de type 1, Alk3 était requis pour la signalisation des BMP dans la régulation des 
niveaux de glucose. En effet cette étude avait démontré que les souris hétérozygotes pour Alk3 
démontraient un métabolisme du glucose anormal et une intolérance au glucose (Scott et al., 
2009). Plus récemment, au moment de la correction de ce manuscrit, une étude corroborant nos 
recherches ont été publié par Min Yang et collègues. Cette étude utilisant aussi le modèle 
surexprimant la BMP9 hépatique par vecteur adénoviral a démontré une amélioration de la 
tolerance au glucose chez les souris traitées relativement au souris contrôles (Yang et al., 2019). 
Intéressemment, cette étude a aussi révélé que les enzyme G6Pase et PEPCK hépatiques étaient 
réduites significativement chez les souris surexprimant la BMP9, avec en parallèle une 
augmentation de la phosphorylation d’AKT. De plus, dans cette étude, cet effet sur AKT est 
abrogé dans les cellules HepG2 in vitro par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique d’Alk2 et 
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Alk3. Cela démontre que cette régulation métabolique de la BMP9 est médiée par les récepteurs 
aux BMP de type 1.     
 
 
Figure 4.3. Signalisation BMP9/Alk3 inhibant la gluconéogenèse hépatique. 
 
Nous avons testé le potentiel de ce modèle d’inhibition de la gluconéogenèse par la BMP9 à 
long terme sur des souris diabétiques STZ et démontré qu’une seule injection d’adénovirus Ad-
BMP9 réduisait les niveaux de glucose sanguins avec un meilleur contrôle glycémique mesuré 
sur un intervalle de 4 semaines.  La surexpression de la BMP9 était associée à une régulation 
négative des niveaux de FOXO1 dans le foie de souris diabétiques STZ. Selon nos résultats nous 
proposons un modèle d’inhibition de la gluconéogenèse hépatique médié par la BMP9 via 
Alk3/AKT/FOXO1. 
 
Des niveaux faibles d’insuline dans un état à jeun ont très peu d’effets dans la suppression de la 
glycogénolyse et de la gluconéogenèse (Aronoff et al., 2004). Puisque la portion descendante 
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de l’amélioration de la tolérance au glucose par la BMP9 coïncide théoriquement avec la portion 
ascendante de la réponse de l’insuline physiologiquement, cela nous a mené à déduire que la 
BMP9 pourrait augmenter les niveaux d’insuline ou sa sensibilité. Cependant, en conditions de 
jeûne ou de non jeûne, les niveaux d’insuline ou l’augmentation de son action attestée lors de 
l’IPITT n’ont pas démontré de différences ni dans les niveaux ni dans la sensibilité à l’insuline 
en réponse à la BMP9. Ceci suggère que la transduction du signal BMP9/Alk3/AKT est 
indépendante de l’action à l’insuline et pourrait être d’intérêt thérapeutique pour atténuer les cas 
spécifiques de résistance à l’insuline rencontrés lors de sa signalisation aberrante impliquant son 
récepteur, particulièrement dans les cas ou il y a des modifications par la PKC aux résidus 
sérines du récepteurs IRS2 ou des sous-unités de PI3K, en amont de AKT (Rask-Madsen et al., 
2013).  Des publications ont noté que les propriétés observées qu’exerce la BMP9 de façon 
locale et systémique ressemblent à l’effet physiologique de l’insuline en conditions 
hyperglycémique et diabétique (Caperuto et al., 2008; Saltiel et al., 2001; Sosa et al., 2011).  
 
Il est à considérer que les tests de tolérances (pyruvate et glucose) que nous avons utilisés sont 
faits dans la phase post-prandiale et dans la phase postabsorptive avancée avec un 
approvisionnement de glucose qui est principalement fournit par la gluconéogenèse, puisqu’un 
jeûne de nuit épuise significativement les réserves de glycogène (Ayala et al., 2010). Comme 
attendu selon les publications, la BMP9 régule fortement les niveaux de l’enzyme PEPCK, mais 
réduit remarquablement la G6Pase. Des études antérieures ont montré que des déficiences de 
G6Pase résultent en une hypoglycémie (Cori et al., 1952; Illingworth, 1965). La G6Pase a un 
rôle pivot dans la production de glucose par les voies de gluconéogenèse et glycogénolyse 
(Service, J. F., 1991). Nos observations précédentes sur l’inhibition de la G6Pase par la BMP9 
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ont mené au questionnement sur le pool hépatique de Glucose-6-phosphate (G6P), qui est le 
métabolite convergeant terminal de la gluconéogenèse et de la glycogénolyse requis dans la 
libération du glucose catalysé par l’enzyme G6Pase, et qui serait confiné au niveau subcellulaire 
suite à une déficience de la G6Pase. La PEPCK étant réduite par la BMP9 par conséquent 
bloquerait appréciablement le G6P synthétisé par la voie gluconéogénique, l’accumulation du 
G6P observé chez les souris à jeun serait due à la glycogénolyse en lien avec nos observations 
sur la déplétion des niveaux de glycogène (Yabaluri et al., 2010). Comme observé à jeun, l’effet 
de la BMP9 dans la réduction des réserves de glycogène a été aussi observée dans le foie des 
souris non à jeun, mais dans ce cas, nous n’avons pas observé une accumulation du G6P 
(résultats non-publié). En effet, une explication serait que l’état diabétique est connu pour 
augmenter l’expression des enzymes gluconéogéniques dans le foie diabétique, tel qu’observé 
dans nos résultats chez les souris diabétiques, en particulier sur la G6Pase (figure 3.5A). 
Globalement ces résultats suggèrent que les effets de la BMP9 sur la réduction de la production 
du glucose seraient principalement dus à l’inhibition de la G6Pase. L’accumulation de G6P 
pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas observé de pic d’augmentation de la glycémie 
durant la chronologie expérimentale, mais est aussi supportée par plusieurs études publiées qui 
montrent que jusqu’à 90% du glucose dérivant du glycogène hépatique est produit tôt durant les 
premières heures de jeûne (Winnick et al., 2016).  
 
Bien que l’épinéphrine stimule le catabolisme du glycogène, le foie est plus sensible aux 
sécrétions pancréatiques de glucagon (Berg et al., 2002) qui stimule une production rapide de 
glucose hépatique par glycogénolyse (Winnick et al., 2016) dans un état de jeûne (Aronoff et 
al., 2004). Dans le diabète, l’insuline est inefficace dans la répression de la sécrétion de glucagon 
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résultant en une surproduction hépatique de glucose (Aronoff et al 2004). Bien que nous n’ayons 
pas observé d’augmentation des niveaux de glucagon entre les souris diabétiques et contrôles, 
nos résultats ont montré que les souris à jeun ou non à jeun diabétiques surexprimant la BMP9 
démontrent une augmentation des niveaux de glucagon pancréatique, qui pourrait être due à un 
effet rétroactif protecteur (Young, 2005). Ajoutant à cet effet contre-régulateur, 
l’hypergluconémie peut survenir dans plusieurs états physiologiques ou pathologiques incluant 
les conditions hyperglycémiques diabétiques, durant les jeûnes excessifs ou même en conditions 
euglycémiques (Kabadi, 1993). Ces états ont souvent une déplétion des niveaux de glycogène 
hépatique comme environnement métabolique commun (Kabadi, 1992). Ce qui concorde avec 
nos observations et montre un lien étroit entre les niveaux réduits de glucose et la déplétion 
hépatique de glycogène par la BMP9 et l’hypergluconémie en conséquence. Ainsi, la BMP9 
pourrait exercer un décalage précoce des mécanismes i) hormonaux de contre-régulation dans 
le stage post-absorptif en réponse à ces effet hypoglycémiants et ii) de déplétion des réserves en 
glycogène hépatique. Des études futures permettraient aussi d’élucider si l’élévation du 
glucagon pancréatique exercé par la BMP9 se transpose dans les niveaux de glucagon dans la 
circulation sanguine.  
 
Bien que cette recherche met l’emphase sur l’effet autocrine/paracrine de la BMP9 sur la 
gluconéogenèse hépatique, la gluconéogenèse rénale est aussi une contributrice importante dans 
la production du glucose mis en circulation (~40%) (Gerich, 2001; Gerich et al., 2001) et il est 
ne serait pas exclu que la BMP9 agisse aussi sur la gluconéogenèse rénale . Un des effets 
significatifs de la BMP9 consiste en la réduction des niveaux de glucocorticoïdes, produits par 
le cortex surrénalien. L’exposition prolongée aux glucocorticoïdes mène à un phénotype de type 
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diabétique associé à une augmentation du glucose plasmatique, bien que des concentrations 
faible en glucocorticoïdes provoquent l’hypoglycémie, une diminution des réserves de 
glycogène et une hypersensibilité à l’insuline (Cassuto et al., 2005; Kinote et al., 2012). D’autres 
études sont nécessaires afin de déterminer si l’effet de la BMP9 sur la régulation des 
glucocorticoïdes serait hypothalamique ou au niveau hépatique. Ainsi, cet effet sur les 
glucostéroïdes pourrait ralentir la réponse gluconéogénique et contribuer indirectement à nos 
observations d’inhibition des enzymes gluconéogéniques et de diminution de la production de 
glucose.  
 
Notre étude sur le contrôle glycémique de la BMP9 a permis d’approfondir notre compréhension 
des mécanismes régulateurs de l’homéostasie du glucose impliquant la voie non canonique 
BMP9/AKT hépatique. Cette voie a été identifiée comme ayant un potentiel dans l’absorption 
périphérique du glucose musculaire (Anhe et al., 2010; Chen et al., 2003). Ainsi, cet aspect 
régulateur pourrait être aussi un contributeur additionnel sur les niveaux de glucose sanguin 
observés dans cette recherche.  
 
Finalement, bien que les propriétés protectrices vasculaires de la signalisation canonique BMP9 
aient été appréciablement documentées, ses effets en conditions diabétiques restent encore non 
élucidés. Nos résultats de surexpression de la BMP9 ont  démontré une amélioration du contrôle 
glycémique dans un modèle de diabète de type 1 par la signalisation non canonique 
Alk3/AKT/FOXO1 par la régulation de la gluconéogenèse hépatique. L’activation de cette voie 
pourrait être d’intérêt dans une nouvelle approche pour le traitement de l’hyperglycémie 
chronique des patients diabétiques et dans la prévention de complications vasculaires.   
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4.1.5 Principales limitations expérimentales 
Les recherches sur des modèles murins sont d’une grande utilité et ont considérablement 
contribués aux développements de nouvelles thérapies et améliorés nos connaissances sur 
plusieurs pathologies. Cependant ces modèles d’études ont leurs limitations et ne peuvent être 
entièrement comparables aux maladies humaines.  À l’instar du modèle murin qui présente une 
diversité neuronale et attributs rétiniens qui sont distinct  (Marc, 2008), la rétine de souris ne 
comporte pas de macula.  De plus, l’OMD chez l’humain se développe sur plusieurs années en 
conséquence à de nombreux mécanismes et facteurs de risques. L’induction de la perméabilité 
vasculaire selon notre approche avec le modèle STZ ou le système CRE-LOX de délétion 
spécifique dans l’endothélium d’Alk1 se fait sur des temps beaucoup plus courts.  
 
L’injection de STZ par exemple est une méthode efficace qui est d’une grande utilité par sa 
simplicité pour induire chimiquement diabète de type I et l’hyperglycémie chronique en 
quelques jours. Le modèle STZ, provoquant une toxicité aux cellules β du pancréas par son 
transport via GLUT2 qui est hautement exprimé dans le modèle murin dans ces cellules, mène 
à une déficience d’insuline (Hosokawa et al., 2001) mais n’est cependant pas le résultat d’une 
destruction auto-immune rencontrée chez l’humain diabétique de type 1. Cependant 
l’importance de ces études et leurs stratégies pourront devenir évidentes lors d’essais clinique 
chez les patients avec l’OMD.  
 
En considérant notre modèle expérimental de livraison par vecteurs adénoviraux de la BMP9, 
les deux effets généraux étaient à considérer. L’effet systémique sur l’homéostasie du glucose 
en plus d’un effet sur l’homéostasie vasculaire. Bien que ces observations se rapprochent d’une 
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réalité physiologique de la BMP9 qui est mise en circulation par le foie, dans une perspective 
thérapeutique, nous aurions aimé atteindre un effet local plus restreint au réseaux vasculaire 
rétinienne. Par exemple une injection intravitréenne de BMP9 avec une comparaison jumelée 
pour chaque œil (e.g. chaque œil reçoit un composé, le traitement BMP9 pour l’œil droit vs le 
véhicule contrôle pour l’œil gauche). Ceci pourrait discriminer plus directement in vivo les 
contributions respectives de la BMP9 entre son effet hypoglycémiant et son effet direct sur les 
jonctions et la perméabilité rétinienne vasculaire.   
 
Bien que les modèles murins soient parmi les mieux caractérisés, une des limitations est leur 
petite taille, ce qui fait en sorte que l’obtention de CE primaire rétiniennes est problématique  
(Wilhelm et al., 2011). Bien que nous ayons pu en extraire en petits nombres par triage cellulaire, 
leur division s’est montrée lente, ce qui a compromis leur survie une fois extraites. Nous avons 
donc opté pour les HUVECs, qui sont des cellules endothéliales macrovasculaire primaires 
d’origine humaine. Bien que ce modèle soit approprié pour répondre à certaines questions 
spécifiques de la fonction de la BHR, il n’est pas considéré comme un véritable modèle 
endothélial de BHR. Nous avons par conséquent comblé cette lacune par la culture in vitro d’un 
autre type cellulaire pour complémenter notre étude, les cellules humaines microvasculaire 
rétiniennes HRMEC, qui ont donné principalement les même résultats. 
 
Les études de la mesure de la dégradation de la BHR par l’extravasation d’Evans Blue-Albumine 
sont en augmentation constantes depuis les dernières années (Xu et al., 2001). Dans nos essais 
in vitro, la quantité d’extravasation d’EB-albumine n’a été mesuré que sur des CE en 
monocultures. Bien que cette simulation d’une barrière endothéliale in vitro soit relativement 
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plus facile que les manipulations in vivo, ils présentent d’importantes limitations. Entre autres, 
les cellules endothéliales cultivées en monocouche ont généralement peu de vésicules 
cytoplasmiques et de vacuoles, structures qui sont nombreuses dans ces mêmes cellules in vivo 
et fournissent les moyens par lesquels les solutés, et en particulier les protéines, traversent 
l’endothélium in vivo. De plus, les cultures en monocouches de CE isolées d’origine macro ou 
microvasculaires sont généralement plus perméable que la paroi normale des vaisseaux sanguins 
in vivo.  Dans ce contexte, pour se rapprocher de l’état physiologique, des modèles de barrières 
endothéliales en co-culture avec des cellules murales aurait été avantageux puisqu’elles sont 
connues pour interagir et contribuer à la fonction de l’endothélium vasculaire (Nagy, 2008). 
Cepandant il aurait été plus difficile dans ce contexte de mesurer la résistance spécifique 
interendothéliale. 
 
 
4.2 Perspectives  
 
Perspectives en recherches fondamentales 
Il important de préciser que près de 40 % des patients présentant un diabète pendant plus de 50 
ans sont exempts de complications rétiniennes ou rénales. Cela suggère la présence de facteurs 
protecteurs endogènes (Rask-Madsen, C. et al., 2013). Suite à nos études, plusieurs questions 
pourraient être soulevées, parmi celles-ci, il serait intéressant de savoir si la signalisation de la 
BMP9 pourrait être inhibée chez les diabétiques. Bien que nos résultats chez les souris 
diabétiques n’aient pas démontré de différences dans les niveaux circulants de BMP9 dans un 
modèle de type I, plusieurs études récentes suggèrent une diminution des niveaux de BMP9 
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plasmatiques chez les prédiabétiques (Xu et al., 2017) et les sujets diabétiques de type II (Luo 
et al., 2017), et l’ont associée à la résistance à l’insuline et potentiellement à une dysfonction de 
l’endothélium (Huang et al., 2018). Cela démontre que la signalisation BMP9 pourrait être 
inhibée chez l’humain dans ce contexte et pourrait contribuer à l’inhibition de l’activation des 
récepteur Alk1 dans l’endothélium, et Alk3 au niveau hépatique, contribuant ainsi à une 
surproduction de glucose et une déstabilisation des vaisseaux chez l’humain au cours du diabète. 
Il serait dès lors intéressant de déterminer si des niveaux bas de BMP9 sont associés à un 
mauvais prognostic chez les patients diabétiques. Aucune étude n’a cependant évalué les 
niveaux de BMP10, qui pourrait avoir un potentiel compensatoire. En effet des études récentes 
ont démontré que la forme hétérodimériques BMP9-10 est la principale forme circulante dans 
une forme bioactive (Tillet et al., 2018).   
 
Perspectives thérapeutiques de la BMP9 pour l’OMD  
Jusqu’à tout récemment les options dans le traitement de l’OMD étaient restreintes à la 
photocoagulation par laser et aux corticoides.  Les injections d’inhibiteurs ciblant la voie VEGF, 
qui ont récemment été développées, ont aussi prouvé leur efficacité pour le traitement de 
l’OMD. Cependant des études ont démontrés que près de 75% des patients répondent peu ou 
pas, et ceux qui répondent peuvent développer des effets secondaires à long terme (~20%) 
(Blinder et al., 2017; Falavarjani et al., 2013). Nous avons démontré que la surexpression de la 
BMP9, tout en améliorant le contrôle glycémique via la voie hépatique Alk3/AKT/FOXO1, 
pourrait ainsi aider à prévenir les altérations biochimiques dans l’endothélium (e.g. Stress 
oxydatif, AGE, PKC), en renforçant l’interconnectivité de la monocouche endothéliale médiée 
par l’activation du récepteur spécifique à l’endothélium d’Alk1. Ensemble, ces deux effets 
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permettraient non seulement de protéger l’endothélium rétinien contre la dégradation de la 
iBHR menant à l’hyperperméabilité rétinienne qui mène à l’OMD, mais pourraient aussi 
procurer des bénéfices pour plusieurs autres pathologies présentant une hyperperméabilité 
microvasculaire et macrovasculaire. 
 
L’utilisation d’injection intraoculaire de BMP9 ou de peptides ayant la capacité d’activer le 
récepteurs Alk1 pourrait procurer des avantages thérapeutiques, dû à l’espression préférentielle 
d’Alk1 dans l’endothélium vasculaire. Des thérapies basées sur l’activation d’Alk1 pourraient 
présenter des avantages aux anti-VEGF présentement utilisés en clinique. Une des principales 
est la spécificité d’expression d’Alk1, qui est beaucoup plus restreinte à l’endothélium que 
VEGFR2, qui se retrouve aussi dans plusieurs types neuronaux. Un autre avantage est que cette 
voie est déjà potentiellement inhibée en hyperglycémie/diabète, contrairement à la signalisation 
VEGF, d’où une action possible d’activation récupératrice.  
 
Une des altérations fonctionnelles affectant la stabilité de la barrière endothéliale pouvant mener 
à la dégradation de la iBHR est la perte des EC et des péricytes en hyperglycémie. Les anti-
VEGF pourrait accentuer cet effet, puisque les signalisations VEGF et PDGF sont primordiales 
dans la voie pro-survie des cellules EC et péricytes (Rask-Madsen, Christian et al., 2013). 
Favorisant leurs survies, l’activation d’Alk1 dans la rétine permettrait l’induction non seulement 
du gène PDGF (Gonzalez-Nunez et al., 2013), mais pourrait aussi permettre d’équilibrer les 
niveaux de VEGF (Shao 2009).  
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De plus, les injections thérapeutiques intraoculaires d’anti-VEGF sont associées à plusieurs 
effets secondaires, tels l’élévation de la pression intraoculaire, des hémorragies massives et 
l’infarctus maculaire. En effet, les anti-VEGF peuvent se retrouver dans la circulation à des 
concentrations importantes (Falavarjani, K. Ghasemi et al., 2013), et sont reconnus comme 
pouvant causer des effets systémiques secondaires (e.g. hémorragies non oculaires) (Schmucker 
et al., 2012). À l’opposé, l’administration systémique d’activateurs analogues de la BMP9 
pourraient avoir des avantages, puisque Alk3, qui médie l’inhibition de la gluconéogenèse 
hépatique dans notre étude, pourrait être activé et pourrait mener à un contrôle glycémique. De 
plus, la BMP9 circulante pourrait aussi améliorer l’absorption du glucose dans les tissus 
périphériques, tel que le muscle (Anhe et al., 2010). D’autres effets potentiels bénéfiques 
systémiques incluraient une meilleure perfusion, puisque l’activation d’Alk1/Eng peut 
améliorer la perfusion tissulaire et le couplage d’eNOS (Toporsian et al., 2005), dont l’activité 
est inhibée dans le diabète. En effet, il a aussi été montré que la voie ALK1, pouvait avoir des 
effets limitant le calibre des vaisseaux (i.e. par rapport aux dilatations) (Corti et al., 2011; Jerkic 
et al., 2004; Toporsian et al., 2005). Or, dans notre étude, bien que nous n’ayons pas observé 
des variations des niveaux d’endogline par l’hyperglycémie, nous avons vu que la BMP9 
augmentait la phosphorylation d’eNOS en conditions hyperglycémiques.  
 
D’autres effets systémiques potentiellement bénéfiques dans un contexte diabétique pourraient 
être évoqué par l’activation d’Alk1, en particulier dans les complications diabétiques telles 
l’artériosclérose (Kraehling et al., 2016) ou les neuropathies, et dans  le traitement de maladies 
impliquant le SNC dont la plupart des médicaments ne peuvent traverser la barrière hémato-
encéphalique (BHE) (Pardridge, 2005). Dans cette optique problématique l’inhibition de la voie 
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BMP9/Alk1 permettrait un relâchement des jonctions et améliorerait la livraison de 
médicaments à travers les barrières hématoneurales. Bien que la perspective d’une application 
thérapeutique éventuelle d’activateurs ou d’inhibiteurs de la voie BMP9/Alk1 semble 
intéressante et prometteuse, l’utilisation de telles thérapies demande prudence et spécificité avec 
un dosage optimal puisque, comme souligné par des spécialistes en biologie vasculaire 
(Claesson-Welsh, 2015, 2018), la BMP9 influence de nombreux processus directement et 
indirectement tel que noté aussi dans notre étude dans la régulation hormonale. 
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Conclusion 
 
Présentement le diabète est une pandémie à l’échelle mondiale et sa prévalence est en 
augmentation. Les complications diabétiques sont associées à la mortalité  d’une personne sur 
dix au Canada (PHAC, 2011). Malgré l’arrivée de plusieurs agents permettant le contrôle de 
l’hyperglycémie, très peu sont destinés à traiter directement les complications vasculaires 
diabétiques et l’inverse est aussi vrai pour les traitements locaux, qui ne présentent pas 
d’avantages pour le contrôle de la glycémie. L’OMD est la conséquence clinique principale de 
la perméabilité induite par l’altération de la BHR (Klaassen et al., 2013). Les traitements de 
l’OMD ayant leurs limites, la présente recherche met en lumière une alternative permettant de 
traiter l’œdème diabétique d’origine vasogénique par un ciblage direct des vaisseaux qui 
favoriserait leur stabilité. Ce rétablissement de la signalisation Alk1, qui semble faire défaut en 
hyperglycémie, pourrait permettre le développement d’analogues de la BMP9, pouvant atteindre 
non seulement ces effets biologiques vasculaires d’activation d’Alk1, mais aussi les combiner à 
des effets sur l’homéostasie du glucose via Alk3. Ainsi cette complémentation permettrait une 
correction des altérations biochimiques hyperglycémiques vers une réhabilitation des conditions 
de quiescence et de stabilité vasculaire réduisant l’hyperperméabilité de la iBHR, atténuant la 
progression de l’OMD et ses complications visuelles. 
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